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Stresni dejavniki in naravna nihanja v intenziteti in trajanju (a)biotskih dejavnikov v okolju 
vedno znova predstavljajo izziv prostoživečim organizmom. Organizmi morajo tako 
uporabiti svoje celične mehanizme, da se danim pogojem prilagodijo in so posledično 
sposobni preživeti (Dhar in sod., 2011). Razumevanje razvoja tolerance na stresne 
dejavnike v celicah je pogojeno z razumevanjem njihove smrti. Smrt – nereverzibilna 
onesposobljenost celic, da rastejo in se delijo, lahko nastopi ob različnih stopnjah 
izpostavitve škodljivim dejavnikom (Smits in Brul, 2005). 
 
Eden izmed najbolj razširjenih stresnih dejavnikov za biološke sisteme predstavlja nizka 
vodna aktivnost oziroma nizka koncentracija biološko dostopne vode (Dhar in sod., 2011; 
Kralj Kunčič in sod., 2013) bodisi zaradi samega pomanjkanje vode bodisi zaradi 
prisotnosti velikih količin topljecev (na primer soli) v okolju, ki veže vodo. Pri stresu 
povzročenem s soljo pride do dveh različnih fenomenov – ionske toksičnosti, kot tudi do 
ozmotskega stresa (Logothetis in sod., 2007). Izjemno slana okolja lahko najdemo na vseh 
kontinentih. Lahko so naravna, kot so to slana jezera in koncentrirana morska voda, lahko 
pa jih je tudi naredil človek, kot so recimo solinski bazeni za kristalizacijo soli iz morske 
vode. Ta okolja so poseljena z najrazličnejšimi mikroorganizmi, ki so prilagojeni na 
življenje pri tako visoki koncentraciji soli. Je pa res, da je življenje v takšnih okoljih 
energetsko drago, saj so disimilatorni procesi, ki določijo najvišjo koncentracijo soli pri 
kateri nek organizem še živi bioenergetsko dragi (Oren, 2015). 
 
Določene vrste generalistov – kot so recimo črne kvasovke – so še posebej uspešne pri 
prilagajanju na različna stresna okolja (Gostinčar in sod., 2011). Ena izmed takšnih 
predstavnic je vrsta Aureobasidium pullulans, ki je poliekstremotolerantna črna 
kvasovkam-podobna gliva, ki med drugim tolerira do 17 % NaCl v rastnem mediju 
(Gunde-Cimerman in sod., 2000). Večkrat so jo že izolirali iz najrazličnejših okolij kot je 
filosfera (Andrews in sod., 1994), iz skal (Urzì in sod., 1999), kakor tudi iz ekstremnih 
okolij kot so izjemno slana voda solin (Gunde-Cimerman in sod., 2000), ledeniški led obal 
Svalbarda in okoliške morske vode (Zalar in sod., 2008) ter tudi iz mikrobnih biofilmov, 
najdenih v pomivalnih strojih (Zalar in sod., 2008). Pred nedavnim so Gostinčar in sod. 
(2014) v sodelovanju z ameriškim inštitutom JGI določili celotno genomsko zaporedje 
štirih sevov te vrste, kar predstavlja izjemno priložnost raziskovalcem za identifikacijo 




Namen naloge je bil na podlagi podatkov, dostopnih v znanstveni literaturi, identificirati 
nekatere gene, katerih produkti bi utegnili biti vpleteni v transport kalija in natrija glive A. 
pullulans in v genomskem zaporedju glive A. pullulans poiskati homologe teh genov. 
 
Markuš T. Izražanje nekaterih genov, vpletenih v transport kalija  in natrija glive A. pullulans, v kvasovki S. cerevisiae. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 2 
 
Kodirajoča zaporedja teh genov smo želeli pomnožiti, jih vstaviti v plazmid in 
transformirati in izraziti v modelni kvasovki Saccharomyces cerevisiae, da bi lahko 
ovrednotili vpliv transgenov na fenotip transformant S. cerevisiae, še posebej na njihovo 
toleranco na ozmotski stres v primerjavi z izvornim, oz. laboratorijskim, sevom pivske 




Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
 V genomu glive A. pullulans je prisotna večina genov, ki so v drugih glivnih 
vrstah vpletene v transport K+ in Na+. 
 
 Zaradi zelo dobre halotolerance glive A. pullulans so nekateri od teh genov 
morda prisotni v več kopijah. 
 
 Halotoleranca kvasovke S. cerevisiae se bo z izražanjem nekaterih od zgoraj 
omenjenih genov povečala.  
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Običajno se termin »kvasovka« uporablja kot sinonim za Saccharomyces cerevisiae 
(Kurtzman, 1994), čeprav pod tem pojmom poznamo številne vrste gliv iz različnih 
taksonomskih ali filogenetskih skupin. Kvasovke so raznolika polifiletska skupina gliv, ki 
se vegetativno razmnožujejo z brstenjem ali cepitvijo (Boulton, 2013; Tenge, 2009). V 
glavnem rastejo kot posamezne celice, čeprav številne kvasovke izkazujejo dimorfizem, 
kar pomeni da lahko »preklopijo« v filamentozno morfologijo. Predstavnike kvasovk 
najdemo znotraj debel Ascomycota in Basidiomycota (Boulton, 2013). Zgodnji sistemi 
taksonomije kvasovk so se zanašali na tradicionalne opise kot so morfologija in 
biokemijske lastnosti. Ta sistem je uporaben, saj opisuje lastnosti, ki so pomembne v 
praski, a gledano iz znanstvenega vidika, je precej nenatančen. Precizne genetske analize 
so prekosile tradicionalne opise, saj omogočajo bolj zanesljivo diferenciacijo in prikazujejo 
evolucijska razmerja med organizmi. Danes so tako vse kvasovke iz rodu Saccharomyces, 
ki se uporabljajo v biotehnološke namene, klasificirane v podskupino tesno sorodnih 
kvasovk, imenovano Saccharomyces sensu stricto (Boulton, 2013). 
 
Poznamo tudi črne kvasovke, ki jih opisujemo kot kvasovkam podobne organizme. »Črna 
kvasovka« je terminus technicus, ki opisuje skupino gliv, ki so taksonomsko in 
filogenetsko gledano heterogene, ampak imajo skupne lastnosti – melanizirana celična 
stena in formacija hčerinskih celic z multilateralnim ali polarnim brstenjem (Sterflinger, 
2006). Črnim kvasovkam podobne glive spadajo v debli Basidiomycota in Ascomycota. 
Med bazidiomicete spadajo rodovi Moniliella in Trichosporonoides, ki imajo večji pomen 
v industriji, a se le redko pojavljajo v klinični praksi. V askomicetnem redu 
Chaetothyriales, katerega v glavnem sestavlja družina Herpotrichiellaceae, prevladuje 
anamorfni rod Exophiala, ki vsebuje številne človeške patogene s širokim naborom 
različnih kliničnih znakov, in v drugi askomicetni red črnih kvasovk – Dothideales – 
spadajo večinoma saprobiontske glive (tudi anamorfni rod Aureobasidium in njegovi 
sorodniki), ki so, čeprav redko, tudi vpletene v človeška obolenja (Yurlova in sod., 2008). 
 
2.1.1 Rod Aureobasidium 
 
2.1.1.1 Aureobasidium pullulans 
 
Gliva Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud (Ascomycota, Dothideales) je 
poliekstremotolerantna črna kvasovka z znatnim biotehnološkim potencialom. Je 
vseprisoten oligotrof in je razširjena v okoljih s spreminjajočo se vodno aktivnostjo. 
Najdemo jo v tropskih, zmernih in polarnih območjih. Pogosto jo najdemo v asociaciji z 
raznolikimi rastlinami – v filosferi, kot epifit ali endofit, na skladiščenem ječmenu in v 
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kokosovi vodi. A. pullulans so našli tudi v drugih habitatih od katerih so nekateri sila 
neobičajni kot so: slana obalna voda, ledeniški led, onesnažena voda, ohlajena, 
zamrznjena, soljena ali posušena hrana, različni hišni habitati (površine v kopalnici, hišni 
prah, pomivalni stroji, voda iz pipe), površina človeške kože, rezervoarji za gorivo letal, 
površina sintetičnih polimerov in na razpadajoči poliuretan in PVC plastiki (Gostinčar in 
sod., 2014). 
 
Ker vrsta kaže signifikantno morfološko in fiziološko variabilnost, je opisanih pet različnih 
skupin: A. pullulans var. pullulans (Viala and Boyer, 1891), A. pullulans var. 
melanogenum (van Nieuwenhuijzen, 2014), A. pullulans var. aubasidani Yurlova (Yurlova 
in de Hoog, 1997), A. pullulans var. subglaciale (Zalar in sod., 2008) in A. pullulans var. 
namibiae (Zalar in sod., 2008). Kasneje so bile skupine A. pullulans var. melanogenum, A. 
pullulans var. subglaciale in A. pullulans var. namibiae redefinirane na nivo vrst zaradi 
velikih razlik med genomskimi zaporedji (Gostinčar in sod., 2014). 
 
Makromorfologija glive A. pullulans je ekstremno variabilna, saj lahko raste kot brsteča 
kvasovka, micelijsko (Roukas, 1999; van Nieuwenhuijzen, 2014). ali pa kvasne kolonije 
tvorijo kot tudi zračni micelij ob robu ali v centru kolonije. Kolonije A. pullulans so v 
začetku rasti pigmentirane rožnato do rumenkasto in se nato obarvajo vedno bolj črno do 
zeleno zaradi produkcije melanina (Zalar in sod., 2008). A. pullulans lahko med drugim ob 
okoljskem stresu reagira s hitrim dimorfnim preklopom iz majhnih brezbarvnih kvasnih 
celic v debelostenske, močno melanizirane, meristemske oblike (Gostinčar in sod., 2014). 
Sicer pa ima gliva A. pollulans sinhrono konidiogenezo in producira 2-14 konidijev, ki so 
tesno skupaj in izraščajo iz lateralnih, terminalnih kot tudi interkalarnih celic mladih hif 
(Roukas, 1999; van Nieuwenhuijzen, 2014). 
 
Kvasovka A. pullulans je razvila izjemno toleranco do različnih ekoloških dejavnikov. 
Preživi lahko ob hiperslanih, kislih, bazičnih, mrzlih in oligotrofnih pogojih, tako da jo 
opredeljujemo kot poliekstremotolerantno. Nekatere prilagoditve na stres (še posebej na 
povišane koncentracije soli) so povezane z rigoroznim upravljanjem intercelularnih 
koncentracij alkalnih-kovinskih kationov, s sintezo kompatibilnih topljencev in 
mikosporinov in s prilagajanjem lipidne sestave membrane (Gostinčar in sod., 2014). Ena 
najpomembnejših lastnosti te glive je sposobnost rasti  v okoljih z znižano vodno 
aktivnostjo in pri nizkih temperaturah (Roukas, 1999; van Nieuwenhuijzen, 2014). Raste 
lahko na kombiniranih slanih-sladkih medijih in tolerira do 17 % soli (Gunde-Cimerman in 
sod., 2000). Poročali so tudi, da lahko A. pullulans senso lato povzroči različne 
lokalizirane okužbe pri ljudeh in čeravno redko tudi sistemske, a se je v kasnejši 
reklasifikaciji glive izkazalo, da vsi patogeni sevi glive A. pullulans spadajo v novo 
opisano vrsto A. melanogenum (Gostinčar in sod., 2014). 
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A. pullulans je dobro znan po svoji produkciji biopolimera pululana – nevtralnega 
polisaharida iz ponavljajočih se enot maltotrioze – ki se lahko uporablja v medicini, 
farmaciji, prehranski industriji in drugje. Proizvaja lahko tudi β-glukan, ki je zelo reaktiven 
s človeškimi IgG protitelesi in ima morda pozitivne imunomodularne efekte. A. pullulans 
ima neobičajno širok spekter ekstracelularne encimatske aktivnosti, od katerih so številne 
biotehnološko zanimive, te so: amilaze, celulaze, lipaze, proteaze, ksilanaze, β-
fruktofuranosidaze, maltoziltransferaze, mananaze in laktaze. Pri vsaj nekaterih od teh 
encimov se najdejo zanimive lastnosti, ki so različne od njihovih homologov pri drugih 
vrstah (Gostinčar in sod., 2014). Eden od gospodarskih potencialov te glive je tudi ta, da 
do sedaj konvencionalne metode vzgoje poljščin zaenkrat še niso obrodile dobrih 
rezultatov pri višanju tolerance na zasoljevanje in sušo, kar bi se morda dalo rešit z 
raziskavami genov ekstremotolerantnih gliv kot je A. pullulans in genetskim 
modificiranjem rastlin z geni, ki bi se izkazali za uspešne (Gostinčar in sod., 2012). Še 
eden izmed potencialov te glive je, da bi jo lahko uporabili kot biofungicid v biokontroli 
sadnih plesni. Pokazali so namreč, da učinkovito zatira različne vrste plesni, ki se 
pojavljajo na jabolkih (Mari in sod., 2012). 
 
2.1.2 Rod Saccharomyces 
 
2.1.2.1 Saccharomyces cerevisiae 
 
Saccharomyces cerevisiae Meyen, E. C. Hansen (Ascomycota, Saccharomycetales) je 
tipska vrsta rodu Saccharomyces. Je kvasovka, ki je najbolj povezana z ljudmi in se jo že 
dolga leta uporablja pri pripravi alkoholnih pijač kot sta vino in pivo, pri peki kruha in tudi 
za kvasne ekstrakte, ki se uporabljajo kot aromatični dodatki k hrani kot tudi za terapevtske 
namene (Stewart, 2014).  
 
Je daleč najbolj študirana in razumljena vrsta kvasovk in kot takšna zelo pomemben 
modelni organizem za raziskave evkariontskih celic (Stewart, 2014). Kvasovke so 
primerne za uporabo pri eksperimentalnih metodah z visokimi zmogljivostmi, saj so hitro 
rastoče in lahko rastejo kot kolonije na trdih gojiščih ali kot razkropljene celice v tekočih. 
Poleg tega njihova kultivacija ni zahtevna (Zakrajšek in sod., 2011). S. cerevisiae je prvi 
evkariontski mikroorganizem, ki so mu v celoti posekvencirali 12 milijonov bp dolg 
genom kot del projekta »Genome Project« (Williams, 1996), in je kot taka zelo pomembno 
orodje kot modelni organizem v sodobni molekularni biologiji, ker lahko to kvasovko 
genetsko manipuliramo (Miller III in sod., 1998). Razlogi za uporabo S. cerevisiae kot 
modelnega organizma za proučevanje homeostaze alkalnih kovinskih kationov v 
evkariontski celici so razpoložljivost povsem anotiranega genomskega zaporedja, hitra 
rast, celovita in silico modeliranja vseh transporterjev in genetska orodja za pripravo 
mutant (Ariño in sod., 2010). 
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Na njeno kserotoleranco vpliva več ekoloških dejavnikov, kot so narava topljenca, 
temperatura in drugi. Minimalne vrednosti aw za rast kvasovk S. cerevisiae so med 0,89 in 
0,91 za glukozo, fruktozo in saharozo kot stresne topljence in 0,92 za NaCl. Kot vse ostale 
kvasovke tudi S. cerevisiae bolje raste pri rahlo kislem pH – med 4,5 in 6,5. Kakorkoli, 
kvasovke S. cerevisiae so izredno tolerantne na različne pH. Sposobne so še šibko rasti pri 
pH vrednostih vse do 1,6 v HCl, 1,7 v H3PO4 in 1,8-2,0 v organskih kislinah (Stewart, 
2014). Celice glive S. cerevisiae lahko rastejo pri širokem spektru koncentracij kalijevih 
(10 µM do 2,5 M) in natrijevih (<1,5 M) ionov (Ariño in sod., 2010). Koncentracija K+ v 
citoplazmi S. cerevisiae se giblje med 200 in 300 mM, odvisno od seva in rastnih pogojev. 
Celice S. cerevisiae lahko rastejo v medijih s koncentracijo K+ med 2 µM in 2 M. 
Aktivnost sistemov za privzem K+ običajno prevladuje nad sistemom za izločanje K+, kar 
rezultira v skorajda konstantnem privzemu K+ iz okolja, ki omogoča celično rast in delitev 
(Navarrete in sod., 2010). 
 
2.2 VODNA AKTIVNOST IN TOLERANCA NA SLANOSTNI STRES 
 
Ozmotsko premikanje vode iz področja z višjo koncentracijo na področje z nižjo, je za žive 
organizme izjemno pomemben proces. Voda predstavlja 60-95 % teže aktivnih, živih celic 
in kot glavno topilo določa več vidikov funkcij molekul, celic in organizmov (Alleva in 
sod., 2012). V okolju so kvasovke izpostavljene različnim spremenljivim okoljskim 
dejavnikom kot so dostopnost in kvaliteta nutrientov, temperatura, pH, radiacija, prisotnost 
in dostopnost kisika ter še posebej vodna aktivnost. Vodna aktivnost je definirana kot 
kemijski potencial proste vode v raztopini. Nizka vodna aktivnost omejuje rast 
mikroorganizmov. To dejstvo se uporablja že stoletja pri konzerviranju hrane s sušenjem, 
dodajanje soli ali sladkorja. V naravnem okolju kvasovke se lahko vodna aktivnost zelo 
močno in zelo hitro spreminja tako zaradi zunanjih dejavnikov kot tudi zaradi aktivnosti 
kvasovke same. Da kvasovke vzdržujejo primeren celični volumen in razmerje proste vode 
proti vezani vodi v korist biokemiji celice, mora biti vodna aktivnost citosola in organelov 
nižja kot vodna aktivnost medija, v katerem se nahaja. Ob teh pogojih se vzdržuje 
konstanta sila, ki usmerja vodo v celico skupaj v smeri koncentracijskega gradienta. Tej 
sili se zoperstavi znotrajcelični tlak ali turgor, ki se vzpostavi zaradi omejene sposobnosti 
ekspanzije celične membrane in še posebej celične stene (Hohmann, 2002). Preiskave so 
pokazale, da so strategije celične ozmoadaptacije ohranjene od bakterij do človeka 
(Plemenitaš in sod., 2008). Sposobnost celice, da preživi nenadno spremembo v vodni 
aktivnosti, je intrinzična lastnost, kar pomeni da so prisotni primerni mehanizmi za njeno 
preživetje pri vseh pogojih. Preživetveni mehanizmi morajo delovati takoj, ko pride do 
nenadne spremembe ozmolarnosti, pa naj bo to zaradi izgube ali vdora vode v celico 
(Hohmann, 2002). Dehidracija je eden od glavnih stresnih dejavnikov za organizme, ki 
živijo pri temperaturah pod zmrziščem. Zmrzovanje vodi do celične dehidracije in 
zmanjšane absorbcije vode. Ko se temperature zopet dvignejo, pride do taljenja ledu in 
nenadne obilice vode v okolju (Gostinčar in sod., 2012). 
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V mikrobnem svetu se celice borijo proti izgubi znotrajcelične vode z ozmozo z dvema 
popolnoma različnima strategijama ozmoadaptacije. Prva je energetsko bolj ugodna tako 
imenovana strategija kopičenja soli, ki ima za posledico visoke znotrajcelične 
koncentracije KCl. To strategijo uporabljajo nekateri predstavniki ekstremno halofilnih 
bakterij in arhej (Archaea), med tem ko večina drugih halofilnih organizmov, med njimi 
tudi glive, sintetizira in / ali akumulira majhne organske molekule, ki jim rečemo 
kompatibilni topljenci, da dosežejo ozmotsko ravnovesje (Zajc in sod., 2014). 
Najpomembnejši med temi je glicerol (Lenassi in sod., 2011). Voda v celici sledi svojemu 
koncentracijskemu gradientu s pasivno difuzijo in preko vodnih kanalčkov (akvaporinov). 
V kolikor celice izgubljajo vodo, koncentracija bioloških molekul in ionov v celici raste, 
kar lahko čez čas rezultira v zaustavitvi celične aktivnosti. To pomeni, da je bila celica v 
stresu zaradi visoke ozmolarnosti oziroma v (hiper-) ozmotskemu stresu (Hohmann, 2002).  
 
2.3 HOMEOSTAZA ALKALNIH KOVINSKIH KATIONOV 
 
Že pred 100 leti so se znanstveniki začeli spraševati o pomembnosti transporta alkalnih 
kovinskih kationov in dokaj kmalu je postalo jasno, da je kalij (K+) močno akumuliran v 
različnih tipih živih celic in je pogosto nenadomestljiv. Medtem ko je natrij (Na+) toksičen 
ali celo smrten pri višjih koncentracijah. Čeprav se večina kvasovk, z izjemno 
halotolerantnih in halofilnih, običajno ne spopada z visokimi koncentracijami Na+ v 
svojem naravnem okolju, so občasno vseeno lahko izpostavljene situacijam, ko je 
koncentracija Na+ previsoka in koncentracija K+ prenizka (Ariño in sod., 2010). Vse 
kvasovke morajo regulirati svoje znotrajcelične koncentracije alkalnih kovinskih ionov – 
se pravi, da vzdržujejo dokaj visoko in stabilno vsebnost K+ in odstranjujejo višek 
toksičnega Na+. V ta namen imajo kvasne celice širok nabor membranskih transporterjev, 
ki z različnimi mehanizmi in afinitetami posredujejo pri prehajanju kationov (Ramos in 
sod., 2011; Rodríguez-Navarro in Benito, 2010). 
 
Za vzdrževanje primernih znotrajceličnih koncentracij K+, ga morajo glive črpati iz 
okoljskega medija, kjer je lahko koncentracija le-tega zelo variabilna, saj lahko glive 
rastejo v okoljih z izjemno variabilno sestavo (Benito in sod., 2011). Koncentracija K+ v 
citoplazmi normalno variira med 50-500 mM (Bañuelos in sod., 2000). To je 3-5 
velikostnih razredov več kot ga je na primer v zemlji, kjer glive in rastline tekmujejo za 
nutriente (Haro in Rodríguez-Navarro, 2002). V morski vodi s koncentracijo soli 35 g/L, 
pa je kalija le 1,1 % oziroma približno 10 mM, medtem ko je natrija okrog 30,7 % okrog 
500 mM (Pinet, 2009). 
 
Celice uporabljajo tri različne pristope, da vzdržujejo optimalno znotrajcelično 
koncentracijo K+ ionov in s tem stabilno in visoko znotrajcelično razmerje K+/Na+: (i) 
strogo razlikovanje med alkalnimi kovinskimi kationi na nivoju dotoka v celico 
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(transporterji kažejo večjo afiniteto za K+ kakor za Na+ ione), (ii) učinkovit iztok toksičnih 
kationov in kationov, ki so v višku, (iii) selektivna sekvestracija (kompartmentizacija) 
kationov v organelih. V kvasnih celicah obstaja transportni sistem tako na plazmatski 
membrani kot tudi na organelnih membranah. Obe vrsti membran posredujeta pri fluksu 
alkalnih kovinskih kationov z različnimi mehanizmi, ki imajo različne specifičnosti za 
substrate (primarno aktivne ATPaze, sekundarno aktivne simporterje in antiporterje in 
pasivne kanalčke) (Ariño in sod., 2010).  
 
Glive lahko rastejo v oligotrofnih okoljih, kjer so topni K+ ioni v zelo nizkih 
koncentracijah in je posledično potreben zelo učinkovit sistem za privzemanje K+, rastejo 
pa lahko tudi na ostankih rastlin, kjer pa se morajo glive izogniti njegovi preveliki 
akumulaciji (Benito in sod., 2011).  
 
Poznamo številne glive, ki tolerirajo visoke koncentracije NaCl, na katerih bi lahko 
opravili študije glivnih kationskih transporterjev K+ in Na+, a znanje o teh transporterjih 
temelji na študijah s kvasovko S. cerevisiae, ki je občutljiva na sol. Halotolerantne 
(Hortaea werneckii in A. pullulans) in halofilne (Wallemia ichtyhophaga) glive rastejo pri 
zelo visokih koncentracijah NaCl, kjer je tudi potreben zelo učinkovit sistem za selektiven 
privzem K+ ionov, ki so v bistveno nižjih koncentracijah kot Na+ ioni. Poleg njihovega 
zanimivega fenotipa, pa je za nekatere predstavnike halotolerantnih in halofilnih gliv znano 
tudi genomsko zaporedje, npr. za H. werneckii (Lenassi in sod., 2013), A. pullulans 
(Gostinčar in sod., 2014) in Wallemia ichthyophaga (Zajc in sod., 2013). V okoljih z 
visoko koncentracijo Na+ ionov morajo celice preprečiti znotrajcelično akumulacijo 
toksičnih ionov Na+ brez nižanja intracelularne koncentracije K+ ionov (Plemenitaš in sod., 
2014). Kvasne celice specifično kontrolirajo znotrajcelični delež Na+ in K+ ionov – aktivno 
izločajo prvega in akumulirajo drugega. Vse kvasovke (z eno izjemo: Zygosaccharomyces 
rouxii) z določenim genomskim zaporedjem imajo najverjetneje več kot en sistem za 
privzem K+, kar kaže na pomembnost samega procesa. V primerjavi s S. cerevisiae imajo 
halotolerantne in halofilne glive večje število transporterjev za K+ in Na+ ione (z izjemo 
glive W. ichthyophaga). H. werneckii ima največje število homolognih zaporedij teh 
transporterjev, ki ji omogočijo hitro prilagoditev na spreminjajoče se koncentracije soli v 
njenem okolju. A. pullulans ima v primerjavi s H. werneckii nižje število homolognih 
zaporedij teh transporterjev, a vsebuje tudi homologna zaporedja za Hak in Acu 
transporterje, ki jih pri slednji ni (Gostinčar in sod., 2014; Lenassi in sod., 2013; Ramos in 
sod., 2011; Zajc in sod., 2013). 
 
Čeprav je zunajcelična koncentracija Na+ lahko tudi do 100-krat večja kot koncentracija 
K+, ostaja koncentracija Na+ v celicah, ki imajo pomanjkanje K+, relativno nizka. Ko 
zunajcelično razmerje Na+/K+ preseže približno 700:1 (Rodríguez-Navarro in Ramos, 
1984), v celico vstopi precejšnja količina natrija in posledično mora iz celice ekvivalentna 
količina K+, da se lahko ohrani elektro-nevtralnost znotraj celic. Znotrajcelična 
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koncentracija K+ kationov v celicah S. cerevisiae pri normalnih rastnih pogojih (v 
standardnem laboratorijskem mediju, ki vsebuje zanemarljive količine Na+ soli) se giblje 
med 200 in 300 mM (odvisno od seva in medija) (Ariño in sod., 2010). V kolikor pride do 
dotoka Na+ se lahko ta vrednost seveda zniža. Kakor hitro pride do tega, da se 
znotrajcelična koncentracija Na+ približa znotrajcelični koncentraciji K+, pride do 
inhibicije rasti celic ali celo smrti (Ariño in sod., 2010). 
 
Učinek natrija je dvojen: (a), toksičnost Na+ kationov, ki inhibirajo mnogo funkcij 
encimov; (b), precejšen ozmotski stres, ki ga povzroči visoka koncentracija natrijevih soli 
v okolju. Da bi celice lahko preživele visoke zunajcelične koncentracije natrija, morajo 
ustrezno odgovoriti tako na izgubo vode, ki jo povzroči ozmotski šok, kot tudi na 
neugodno znotrajcelično razmerje K+/Na+ (Ariño in sod., 2010). 
 
Evkariontski mikroorganizmi so razvili številne transportne sisteme na membrani, da lahko 
vzdržujejo primerno koncentracijo alkalnih kationov v celici, še posebej kar se tiče 
odstranjevanja presežka toksičnih Na+ ionov (Plemenitaš in sod., 2014). Pri znižanju 
citosolne koncentracije Na+ niso pomembni samo transporterji v plazmatski membrani 
ampak tudi znotrajcelični transporterji kot sta Vnx1 in Nhx1 antiporterja, ki pomagata 
izolirati natrijeve ione v vakuolo, kjer so običajno shranjene znotrajcelične zaloge kalija. 
Transport in hramba alkalnih kovinskih kationov v vakuoli ne zagotovita zgolj optimalne 
citosolne koncentracije kalija ali zmanjšanja količine toksičnega natrija v celici, ampak 
tudi omogočata kompenzacijo negativnega naboja vakuolne zaloge polifosfatov (Ariño in 
sod., 2010). 
 
Transportni sistemi, ki regulirajo pretok alkalnih kovinskih kationov čez plazmatsko kot 
tudi čez organelne membrane, ne vplivajo le na vzdrževanje homeostaze K+ ionov in na 
eliminacijo toksičnih ionov Na+ (ali Li+) ampak tudi ohranjajo membranski potencial, 
regulirajo znotrajcelični pH in vzdržujejo pozitivni turgor znotraj celice, ki je nujen za 
celico, za rast in celično delitev in za obvladovanje ozmotskega stresa (Zajc in sod., 2013). 
Koordinacija pritočnih in iztočnih sistemov je nujna za vzdrževanje potenciala na 
plazmatski membrani. Medtem ko odsotnost sistema za privzemanje kalija vodi do 
hiperpolarizacije plazmatske membrane, odsotnost sistema za izločanje vodi do 
depolarizacije (Ariño in sod., 2010). 
 
Za transport kalijevih (in natrijevih) ionov v celico služijo transporterji Trk, Hak in Acu. 
Transporterji Trk so kanalčki z visoko afiniteto za kalij, simporterji H+/K+ Hak lahko pod 
določenimi pogoji delujejo kot simporterji Na+/K+, Acu pa spadajo med ATPaze tipa P. Za 
izločanje kalija in natrija pa se uporabljajo transportni sistemi Ena, Nha in Tok. Tok so 
kanalčki, ki prepuščajo K+, transporterji Ena spadajo med ATPaze tipa P, antiporterji Nha 
pa prenašajo Na+ z uporabo transmembranskega protonskega gradienta (Ariño in sod., 
2010). 
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Slika 1: Transportni sistem za kalij in/ali natrij v plazmatski membrani nekonvencionalnih kvasovk. Moder 
okvir: privzem kalija (in natrija) – Trk, Hak, Acu; rdeč okvir: iztok kalija in natrija – Ena, Nha, Tok (Ramos 
in sod., 2011: 2). 
 
2.4 TRANSPORTER TRK 
 
Družina Trk-Hkt K+ transporterjev posreduje privzem K+ in Na+ v glivah in rastlinah (Trk 
transporterji v rastlinah se imenujejo Hkt) in so jih našli v vseh do sedaj študiranih glivah 
in rastlinah (Haro in Rodríguez-Navarro, 2002). Gen TRK1 (angl. Transport of K+) je bil 
prvi gen, ki kodira transportni protein za K+ v evkariotskih neživalskih celicah, ki so ga 
izolirali in študirali (Ariño in sod., 2010).  
 
Transporterji iz družine Trk so najbolj razširjeni med kvasovkami, saj ga zgolj v treh 
kvasovkah ne spremlja še kakšen dodaten sistem z drugačnim mehanizmom privzema 
kalija (Ramos in sod., 2011). Gen TRK1 ni esencialen v celicah S. cerevisiae. Haploidne 
celice brez gena TRK1 (trk1Δ), se zanašajo na drug, manj učinkovit transportni sistem za 
privzem kalija. Med tem, ko lahko divji tip celic S. cerevisiae raste pri nizkih – 
mikromolarnih koncentracijah K+ in izraža hiter transportni sistem z visoko afiniteto za K+ 
in Rb+ (Vmax je 30 nmol/mg celic/min in Km je 0,024 mM za K
+ in 0,08 mM za Rb+), imajo 
mutante trk1 okvarjen transport K+ (Rb+) in povečano potrebo po K+. Med tem, ko je vloga 
Trk1 kot enega glavnih visoko-afinitetnih K+ transporterjev dobro dokumentirana, so pred 
kratkim z elektrofiziološkim pristopom odkrili še dodatno funkcijo Trk proteina – efluks 
kloridnih ionov. Predlagan je hipotetični strukturni model proteina Trk1, ki predvideva tok 
kloridnih ionov čez centralno poro, ki se naredi pri simetrični agregaciji štirih Trk1 
monomerov (Ariño in sod., 2010). 
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2.5 ANTIPORTER NHA 
 
Transportni sistem za izmenjavo alkalnih kovinskih kationov za protone obstaja v 
plazmatskih membranah predstavnikov vseh debel organizmov, katerih genomi so na voljo 
(Rheault in sod., 2007) in v večini membran evkariontskih organelov (Ariño in sod., 2010; 
Padan in sod., 2004), tudi kvasovk  S. cerevisiae (NHA1; angl. Na+/H+ Antiport) in v 10 
različnih vrstah nekonvencionalnih kvasovk. Glede na število proteinov Nha v plazmatski 
membrani in glede na njihovo funkcijsko specializacijo lahko kvasovke razdelimo v dve 
podskupini. Prva vsebuje tri člane (Schizosaccharomyces pombe, Zygosaccharomyces 
rouxii, Yarrowia lipolytica), v katerih se je originalni gen NHA1 najverjetneje podvojil, 
novonastala antiporterja pa sta pridobila različni funkciji (detoksikacija Na+ in vzdrževanje 
homeostaze K+); v drugi, večji skupini, pa obstaja le en tip z več različnimi funkcijami. 
Glavni substrat teh antiporterjev so Na+ in/ali K+ kationi skupaj z njihovima analogoma – 
litijem in rubidijem (Ramos in sod., 2011).  
 
Genom kvasovke Y. lipolytica vsebuje dva gena, ki kodirata proteina iz družine Nha 
(Ramos in sod., 2011), genom H. werneckii 8 (Lenassi in sod., 2013), A. pullulans 3 
(Gostinčar in sod., 2014) in W. ichthyophaga 2 (Zajc in sod., 2013). 
 
2.6 TRANSPORTER HAK 
 
Drug tip K+ transporterjev, ki jih kodirajo geni HAK (angl. High-Affinity K+ transporter), 
imajo številne nekonvencionalne kvasovke (Hansenula polymorpha, Debaryomyces 
hansenii, Candida albicans), kot tudi mnoge micelne glive (Neurospora crassa) (Ramos in 
sod., 2011), mah Physcomitrella patens (Garciadeblas in sod., 2007) in tudi višje rastline 
(Shabala in Cuin, 2008; Véry in Sentenac, 2002) ter celo bakterija Escherichia coli 
(signifikantna aminokislinska homologija z genom KUP) (Bañuelos in sod., 1995). 
 
Raziskave na glivah N. crassa in D. occidentalis so pokazale, da transporterji Hak delujejo 
kot simporterji K+-H+ z visokimi koncentracijskimi zmogljivostmi (Ariño in sod., 2010) in 
da se HAK geni izražajo pri celicah stradanih s kalijem (Ramos in sod., 2011).  
 
2.7 ATPaze P-TIPA ACU 
 
Nedavno so odkrili obstoj tretjega tipa privzema kalija – ATPaze ACU (angl. Alkali Cation 
Uptake). Ta sistem privzema kalija ni široko razširjen, vendar je vseeno prisoten pri 
nekaterih nekonvencionalnih kvasovkah, na primer Pichia sorbitophila, kot tudi pri 
nekaterih drugih glivah, na primer Ustilago maydis. ATPaze Acu so del nove poddružine 
ATPaz P-tipa, ki pa sodelujejo pri visoko-afinitetnem privzemu K+ ali Na+ (Ramos in sod., 
2011). ATPaze P-tipa so sestavni del membranskih proteinov, ki uporabljajo energijo v 
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obliki ATP molekul, da lahko poganjajo transport kationov v nasprotni smeri njihovega 
elektrokemijskega gradienta (Kühlbrandt, 2004; Plemenitaš in sod., 2014).  
 
V S. cerevisiae protonski elektrokemijski potencial vzdržujejo proteini plazmatske 
membrane H+-ATPaze, ki skrbijo tudi za primeren znotrajcelični pH (na primer 
preprečujejo pretirano zakisanje citosola med fermentacijo). Protonski elektrokemijski 
potencial se uporablja za vnos hranil iz okolja preko simporta s H+. V živalskih celicah 
Na+, K+-ATPaze v plazmatskih membranah kontrolirajo ionsko okolje citosola in so med 
drugim vpletene tudi v regulacijo celičnega volumna, znotrajceličnega pH in vnosa hranil v 
ledvicah in v črevesu. Po sekvenciranju več genov, ki kodirajo ATPaze P-tipa, se je 
pokazalo, da so si sekvence proteinov v več regijah med seboj zelo podobne in da si delijo 
tudi zelo podobno proteinsko topologijo znotraj membrane (de Souza in Gomes, 1998). 
Biokemijski lastnosti, ki karakterizirata črpalke P-tipa sta kislinsko-stabilni, fosforilirani 
Asp aminokislinski ostanek, ki se formira med ciklom črpanja (po tem fosforiliranem (P) 
intermediatu je ta družina črpalk tudi poimenovana) in inhibicija z ortovanadatom (angl. 
orthovanadate), ki je tranzicijski analog (Kühlbrandt, 2004). 
 
Pred približno 40 leti je bilo pojasnjeno, da se med translokacijo ionov z ATPazami P-tipa 
zgodijo precejšnje konformacijske spremembe. Originalno so prepoznali dve konformaciji, 
ki so ju poimenovali E1 in E2 (encim-1 in encim-2), obe z različnima afinitetama za 
nukleotid in transportirane ione. Kasneje je postalo jasno, da je tekom cikla črpanja še več 
intermediarnih stanj, vendar se je E1 / E2 nomenklatura obdržala kot univerzalno sprejeta 
za identifikacijo določenih stanj. V njihovem normalnem načinu delovanja, črpalke P-tipa 
porabljajo ATP, da vzdržujejo ionski gradient, a vendar je vsak korak reverzibilen, tako da 
lahko v principu P-tip ATPaze uporabijo membranski potencial za produkcijo molekul 
ATP (Kühlbrandt, 2004). 
 
Med ATPaze P-tipa spadajo tudi ATPaze Ena1 S. cerevisiae, ki so zadolžene za izločanje 
Na+ ionov (Benito in sod., 1997), kot tudi Ena1 in Ena2 Hortaea werneckii (Gorjan in 
Plemenitaš, 2006). Številni kritični fiziološki procesi so povezani z ionskim gradientom, ki 
jih generirajo encimi, ki so člani tega razreda črpalk (de Souza in Gomes, 1998). V U. 
maydis so identificirali in študirali dva ACU gena (Umacu1 in Umacu2). Delecija ACU1 in 
ACU2 gena in kasnejše študije so pokazale, da kodirata transportni sistem z visoko 
afiniteto za privzem K+ in Na+. To so potrdili tudi s heterologno ekspresijo UmAcu2 
ATPaze v mutantah S. cerevisiae. Poleg glive P. sorbitophila so še druge kvasovke, na 
primer Pichia stipitis (Jeffries in sod., 2007), A. pullulans (Gostinčar in sod., 2014) in W. 
ichthyophaga (Zajc in sod., 2013), ki vsebujejo gene ali psevdogene, katerih prevedene 
sekvence kažejo visoko podobnost proteinom Acu (Ramos in sod., 2011). 
 
V glivah obstaja hkrati več K+ transporterjev z visoko afiniteto. Privzem K+ z visoko 
afiniteto izvaja sistem transporterjev Hak in v kolikor zraven tega sistema obstajajo še 
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ATPaze Acu to kaže na določeno stopnjo funkcijske redundance. Ta redundanca je manj 
signifikantna, če obstajajo transporterji Hak/Acu hkrati s transporterji Trk, saj imajo le-ti 
nižjo koncentracijsko kapaciteto in jih organizem aktivira ob drugačnih okoljskih pogojih. 
Trk je edini tip transporterjev kalija, ki je najverjetneje prisoten v vseh glivah, verjetno 
zaradi njihove vloge pri kontroliranju membranskega potenciala. Transporterji Hak in 
ATPaze Acu lahko obstajajo skupaj v celici, lahko pa je tudi v celici prisoten zgolj en tip 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
V tem poglavju so navedeni materiali in metode, ki smo jih uporabili tekom našega 
eksperimentalnega dela 
 
3.1 GOJIŠČA, RAZTOPINE, LABORATORIJSKA OPREMA IN REAGENTI 
 
3.1.1 Kvasni sevi 
 
Uporabili smo dva seva S. cerevisiae: referenčni sev BY4741 (MATa his3Δ1leu2Δmet15 
Δura3 Δ) in derivat seva BY4741 (mutanta BYT12), ki ima delecijo TRK1 in 




Gojišča smo pripravili tako, da smo vse sestavine razen agarja raztopili v polovičnem 
volumnu destilirane vode in po potrebi uravnali pH gojišča s HCl ali NaOH, če ni 
navedeno drugače. Nato smo dolili destilirano vodo do končnega volumna in dodali agar. 
Gojišča smo sterilizirali v avtoklavu 15 min pri 121 °C in aseptično razlili v sterilne 
plastične petrijevke s premerom 90 mm. Strjena gojišča smo do uporabe hranili v 
hladilniku (4 °C). 
 
Gojišča, ki so imela pH 4 ali nižji smo pripravili tako, da smo v eni erlenmajerici pripravili 
dvakratno koncentrirano tekoče gojišče in ga uravnali na željen pH. V drugi erlenmajerici 
smo pa pripravili enak volumen vode in uravnali njen pH, da se je ujemal s pH-jem dvakrat 
koncentriranega tekočega gojišča, in ji dodali agar. Komponenti smo sterilizirali v 
avtoklavu vsako posebej in ju ju sterilno združili pred razlivanjem  v sterilne plastične 
petrijevke. 
 
3.1.2.1 Gojišča za transformacijo 
 
YEPD (Yeast Extract Pepton Dextrose) (YPD) 
Kvasni ekstrakt    10 g 
Pepton      20 g 
Glukoza     20 g 
Agar      20 g 
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3.1.2.2 Gojišča za testiranje transformant 
 
MM (Minimal Media) (de Vries in sod., 2004) 
Glukoza     20 g 
CSM-Ura     0,67 g 
Agar      20 g 
Destilirana voda    do 1000 mL 
pH 6,0 
 
MM (Minimal Media) + 50 mM KCl 
Osnovnemu minimalnemu mediju smo dodali 3,73 g KCl. 
 
YNB (Yeast Nitrogen Base) 
YNB      1,7 g 
(NH4)2SO4     5,0 g 
Glukoza     20 g 
Agar      20 g 




Osnovno YNB gojišče smo pripravili brez aminokisline – uracila. To smo napravili tako, 
da smo osnovnemu YNB gojišču dodali 0,67 g CSM-Ura (angl. Complete Supplement 
Mixture without Uracile). 
pH 5,6 
 
YNB-Ura – brez kalija 
YNB (CYN7505)    1,7 g 
(NH4)2SO4     5,0 g 
Glukoza     20 g 
Agar      20 g 
CSM-Ura     0,67 g 
Destilirana voda    do 1000 mL 
Del gojišč smo umerili na pH 6, del pa na pH 4. 
 
YNB-Ura + 1,5 / 1,71 / 2,0 / 2,05 M NaCl 
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila smo dodali  87,7 / 100 / 116,9 / 120 g NaCl. 
Del gojišč smo umerili na pH 3,5 in 5,5. 
 
YNB-Ura + 2,0 M KCl 
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila smo dodali 149,1 g KCl. 
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Del gojišč smo umerili na pH 3,5 in 5,5. 
 
YNB-Ura + 150 / 200 / 401 / 472 / 590 mM LiCl 
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila smo dodali 6,36 / 8,48 / 17,0 / 20,0 / 25,0 g LiCl. 
Del gojišč smo umerili na pH 3,5 in 5,5. 
  
YNB-Ura + 49,2 % Sorbitol 
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila smo dodali 492 g sorbitola. 
 
YNB-Ura + 25,0 / 31,3 % Glicerol 
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila smo dodali 250 / 313 g glicerola. 
 
Pred pripravo naslednjih gojišč smo steklovino pred uporabo oprali z destilirano vodo, nato 
z 10 % klorovodikovo kislino in na koncu še splaknili z bidestilirano vodo. pH smo 
umerjali z uporabo HCl in NH4OH. 
 
YNB-Ura – brez kalija  
Gojišča smo umerili na pH 3,5 / 4 /  5,5 / 6. 
 
YNB-Ura – brez kalija + 0,5 / 1 M NaCl 
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila in kalija smo dodali 29,22 / 58,45 g NaCl. 
 
YNB-Ura – brez kalija + 2 / 10 / 50  mM KCl 
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila in kalija smo dodali 0,15 / 0,75 / 3,73 g KCl. 
 
YNB-Ura – brez kalija + 2 / 10 mM KCl + 1 / 1,37 M NaCl 
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila in kalija smo dodali 0,15 / 0,75 g KCl in 58,45 / 80 
g NaCl. 
 
YNB-Ura – brez kalija + 100 mM LiCl 
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila in kalija smo dodali 4,24 g LiCl.  
 
YNB-Ura – brez kalija + 2 mM KCl + 100 mM LiCl  
Osnovnemu YNB gojišču brez uracila in kalija smo dodali 0,15 g KCL in 4,24 g LiCl.  
 
Poskusili smo tudi višje / nižje koncentracije navedenih snovi, ki smo jih dodali 
osnovnemu gojiču, a niso dale pozitivnih rezultatov. 
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TRIS      0,12 g 
Na-EDTA     0,04 g 
Bidestilirana voda    do 100 mL 
pH 8,0; uravnamo z 1M HCl 
 
Litijev acetat (1,0 M) 
Litijev acetat dihidrat    5,1 g 
Destilirana voda    do 50 mL 
 
Pufer 50x TAE 
Tris baza     242,0 g 
Ocetna kislina     57,1 mL 
0,5 M EDTA (pH 8)    100 mL 
Destilirana voda    do 1000 mL 
50x TAE pufer smo 50x redčili z destilirano vodo in dobili 1x TAE pufer, ki smo ga 
uporabili. 
 
5x nanašalni pufer 
Bromtimol modro    0,25 g 
Ksilen cianol     0,25 g 
Glicerol     30 mL 
Destilirana voda    do 100 mL 
 
Agarozni gel za elektroforezo 
Agaroza     0,4 g 
1x TAE pufer     40 mL 
 
Fiziološka raztopina 
NaCl      9 g 
Destilirana voda    do 1000 mL 
 
PEG MW 3350 (50 % w/V) 
PEG 3350 (Sigma P-3640)   50 g 
Bidestilirana voda    do 100 mL 
 
Enoverižna nosilna DNK (2 mg/mL) 
DNK lososove sperme   200 mg 
TE pufer     do 100 mL 
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3.1.4 Komercialni kompleti 
 
TransformAid Bacterial Transformation Kit, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Power SYBR Green PCR Master Mix, Life Technologies, ZDA 
PrepMan® Ultra Sample Preparation Reagent, Life Technologies, ZDA 
 
3.2 LABORATORIJSKE APARATURE IN KEMIKALIJE 
 
3.2.1 Laboratorijske aparature 
 
V preglednici 1 so navedene laboratorijske aparature, ki smo jih uporabljali pri našem delu. 
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih naprav in njihovi proizvajalci. 
Naprava Proizvajalec 
Avtoklav A-63C Kambič, Slovenija 
Bunsenov gorilnik TLOS, Zagreb, Hrvaška 
Centrifuga Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Digestorij Variolab Molibien W90 Waldner, Wangen, Nemčija 
Digitalna kamera Nikon D60 Nikon, Japonska 
Električni transformator za elektroforezo Consort E143 Sigma-Aldrich, Nemčija 
Elektroforezna banjica BioRad SubCell GT BioRad, ZDA 
Laminarij IBK 1V2 Iskra, Slovenija 
Magnetno mešalo Rotamix 550MMH Tehnica, Železniki, Slovenija 
Mikroskop Olympus BX51 Olympus, Tokio, Japonska 
Mikrovalovna pečica Gorenje, Slovenija 
Nanodrop 1000 Spectrophotometer Thermo scientific, ZDA 
Objektiv AF-S NIKKOR 18-55mm 1:3,5-5,6G Nikon, Japonska 
PCR sistem Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
pH meter Metrom 713 Železniki, Slovenija 
Rastna komora Kambič, Slovenija 
Tehtnica ET-1111 Tehtnica, Slovenija 
Vodna kopel Pharmacia Biotech, Uppsala, Švedska 
Vortex adapter Cat. #13000-V1-15 MoBio, ZDA 
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V preglednici 2 so navedene kemikalije, v preglednici 3 pa začetni nukleotidi za 
pomnoževanje specifičnih odsekov DNK, ki smo jih uporabili pri našem delu. 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij in njihovi proizvajalci. 
Kemikalija Proizvajalec 
Agar-agar Sigma Aldrich, Nemčija 
Agaroza (Agarose for Routine) Sigma Aldrich, Nemčija 
Bromtimol modro Sigma Aldrich, Nemčija 
CTAB Sigma Aldrich, Nemčija 
dNTP Applied Biosystems, California, ZDA 
Etanol 96 % Chemo d.d., Ljubljana, Slovenija 
FastDigest AlkalinePhosphatase Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, ZDA 
FastDigest BamHI Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, ZDA 
FastDigest Buffer Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, ZDA 
Glukoza (D-glukoza) Kemika, Zagreb 
HCl Kemika, Zagreb, Hrvaška 
Kloramfenikol Sigma Aldrich, Nemčija 
Kloroform Kemika, Zagreb, Hrvaška 
Lestvica: »1 kbp DNA Ladder Plus« Fermentas, Life Sciences, Litva 
Lestvica: »100 bp DNA Ladder Plus« Fermentas. Life Sciences, Litva 
Malt Extract Biolife, Milano, Italija 
Master Mix Fermentas, Life Sciences, Litva 
NaCl Carlo Erba, Italija 
Na-EDTA Kemika, Zagreb, Hrvaška 
Pepton Merck, Darmastadt, Nemčija 
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs, Massachusetts, ZDA 
RNA-ze Fermentas, Life Sciences, Litva 
SYBR®Safe Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., 
Massachusetts, ZDA 
Taq polimeraza (5U/µL) Fermentas, Life Sciences, Litva 
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Preglednica 3: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pomnoževanje različnih genov. 
Ime Zaporedje 5'  3' Avtor 
ACU1-F ATGTCTTCGCAAGTTCAACA Zajc (neobjavljeno) 
ACU1-R CTACCAGGCGATCTTCC Zajc (neobjavljeno) 
ACU2-F ATGGAGCATGTCATCACAAC Zajc (neobjavljeno) 
ACU2-R TTACCAAGCAATCTTCGCAA Zajc (neobjavljeno) 
HAK-F ATGGTTTGGGACCACATCAA Zajc (neobjavljeno) 
HAK-R TCATTTTCTGTTCTTGCCCCA Zajc (neobjavljeno) 
NHA-F ATGAGTGAGAACGGTCACGT Zajc (neobjavljeno) 
NHA-R CTAGATTTCACCCACGAAACC Zajc (neobjavljeno) 
bevyUflankF ACTTAGTTTCGAA Gostinčar (neobjavljeno) 
bevyUflankR GCAGGTCGACTCTAGA Gostinčar (neobjavljeno) 
bevyUf1 TCTAGAGTCGACCTGCAGGC Gostinčar (neobjavljeno) 
bevyUr1 CATCTAAACCCACACCGGGT Gostinčar (neobjavljeno) 
bevyUf2 CACATGTGGATATCTTGACT Gostinčar (neobjavljeno) 
bevyUr2 TCGAAACTAAGTTCTTGGTG Gostinčar (neobjavljeno) 
 
Legenda: Iz založne koncentracije smo pripravili raztopino s koncentracijo 10 pM in jo do uporabe hranili pri 
– 20 °C. 
 
3.2.2.1 Plazmid pBEVY-U 
 
Plazmidi pBEVY (angl. Bi-directional Expression Vectors for Yeast) je vektor z galaktoza-
inducirajočim in konstitutivnim dvosmernim promotorjem za izražanje več proteinov v S. 
cerevisiae. Gre za družino plazmidov, ki priskrbi načine za spreminjanje genetskega ozadja 
kvasnih sevov in obenem dovoljuje dodatne eksperimentalne plazmide. Plazmidi pBEVY 
razširijo možnosti genetskih modifikacij kvasovk in so še posebej uporabni pri študijah 
proteinov, ki so med seboj interaktivni ali funkcionirajo v skupni poti (Miller III in sod., 
1998). Konstitutivno aktivni, dvosmerni promotor je sestavljen s fuzijo promotorja 
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GPD) in fragmentom promotorja alkoholne 
dehidrogenaze 1 (ADH1) (Gupta in sod., 2003; Miller III in sod., 1998). Med drugimi 
uporabnimi lastnostmi vektorjev iz družine pBEVY sta tudi ti, da vsebujejo unikatna 3' 
restrikcijska mesta, ki omogočijo enostavno vstavljanje cDNK molekul, in štirje različni 
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Slika 2: Splošna struktura plazmidov iz družine pBEVY (A). Shematski prikaz konstitutivnega fuzijskega 
promotorja GPD-ADH1 (B). Kvasni ORI plazmida pBEVY-U je gen URA3. Poliklonska mesta so pokazana 
z restrikcijskimi mesti: P, PstI; SI, SalI; Xb, XbaI; B, BamHI; Sm, SmaI; X, XmaI; Sc, SacI; E, EcoRI 
(Miller III in sod., 1998: 3580). 
 
Plazmid pBEVY-U (AF069724), v katerega smo klonirali izolirane gene, ima dva 
konstitutivna promotorja GPD in ADH1 in kot marker selekcije gen URA3 (Gupta in sod., 
2003; Miller III in sod., 1998). Plazmid smo najprej namnožili v dveh kosih, ki sta se 
prekrivala v selekcijskem markerju URA3, ki kodira orotidin monofosfat dekarboksilazo 
(angl.: orotidine 5'-phosphate decarboxylase (ODCase)).  
 
Plazmid se je sestavil v celoto šele v celici, ko so se vsi 3-je sestavni deli (2 kosa plazmida 
in pomnožen cDNK zapis za izbran protein) končnega plazmida povezali s homologno 
rekombinacijo. Uspešne transformante smo selekcionirali na medijih, katerim smo dodali 
mešanico vseh aminokislin razen uracila.  
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Slika 4: Shema metod dela. 
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3.3.1 Priprava plazmida na transformacijo 
 
3.3.1.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) za pomnoževanje plazmida pBEVY-U v dveh 
delih 
 
Vektor, ki smo ga uporabili, je bil plazmid pBEVY-U, ki smo ga namnožili s PCR v dveh 
delih, kise prekrivata v genu URA3. Uporabili smo oligonukleotidne začetnike bevyUf1 in 
bevyUr1 za en del ter bevyUf2 in bevyUr2 za drugi del. Najprej smo pripravili mešanico 
reagentov za PCR brez oligonukleotidnih začetnikov in tarčne DNK, ki smo jo nato 
razdelili v mikrocentrifugirke in šele nato v vsako mikrocentrifugirko posebej dodali DNK 
in primerne oligonukleotidne začetnike. Za negativno kontrolo smo namesto DNK 
uporabili bidestilirano vodo. Sestava PCR mešanice je navedena v preglednici 4, v 
preglednici 5 pa je naveden program pomnoževanja v reakciji PCR. 
 
Preglednica 4: PCR mešanica za pomnoževanje plazmida (skupni volumen je 220 µL, volumen alikvota je 85 
µL). 
Reagent Volumen Delež 
Reakcijski pufer 44,0 µL 0,20 
dNTP 4,4 µL 0,02 
MgCl2 13,2 µL 0,06 
Oligonukleotidni začetnik 1 (10 pmol/µL) 16,5 µL 0,075 
Oligonukleotidni začetnik 2 (10 pmol/µL) 16,5 µL 0,075 
Phusion High-Fidelity polimeraza (2 U/µL) 2,2 µL 0,01 
Betain 44,0 µL 0,20 
DNK 0,22 µL 0,001 




Markuš T. Izražanje nekaterih genov, vpletenih v transport kalija  in natrija glive A. pullulans, v kvasovki S. cerevisiae. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 25 
 
Preglednica 5: Program za pomnoževanje plazmida pBEVY-U v dveh delih. 
PCR (poskus 1) Program pomnoževanja 
Začetna denaturacija 98 °C, 1 min 
Število ciklov 1 10 x 
Denaturacija 1 98 °C, 10 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 1 65 °C, 30 s 
Elongacija 1 72 °C, 90 s 
Število ciklov 2 20 x 
Denaturacija 2 98 °C, 10 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 2 54 °C, 30 s 
Elongacija 2 72 °C, 90 s 
Končna elongacija 72 °C, 5 min 
 
3.3.1.2 Rezanje in defosforilacija plazmida 
 
Fragmenta smo nato očistili iz gela po postopku komercialnega kompleta GeneJET Gel 
Extraction Kit (Thermo Scientific) in nato morebitne preostanke celega plazmida hkrati v 
enem koraku razrezali z restrikcijskim encimom FastDigest BamHI, ki prepozna mesto 
G^GATCC in najbolje reže pri 37 °C in defosforilirali. Reakcijska mešanica, ki smo jo 
uporabili za ta postopek, je navedena v preglednici 6. Reakcija je potekala 10 minut pri 37 
°C in nato še 15 minut pri 65 °C. 
 
Preglednica 6: Sestavine reakcijske mešanice. 
Reagent Količina 
Očiščen fragment 50 µL 
Pufer 5 µL 
Restrikcijski encim BamHI 2 µL 
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3.3.1.3 Gelska elektroforeza 
 
Z gelsko elektroforezo smo po PCR-ju preverili prisotnost in dolžine namnoženih 
fragmentov. V 1x TAE pufru smo pripravili 1 % agarozni gel. Mešanico smo segreli v 
mikrovalovni pečici in, ko je bil gel še v tekočem stanju, smo vanj dodali 1 µL barvila 
SYBR® Safe na 10 mL gela in ga nato razlili v zato pripravljene banjice. V prvo luknjico 
na gelu smo nanesli 2 µL DNK lestvice (100 ali 1000 bp), v ostale smo nanesli vzorce in 
negativno kontrolo, ki so bili pomešani s 5x nanašalnim pufrom. Elektroforeza je tekla 30 
do 40 minut pri napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gel prenesli na 
transiluminator, kjer smo gel fotografirali pod UV svetlobo. Slike smo nato obdelali z 
računalniškim programom GeneSnap (SynGene). 
 
3.3.2 Priprava genov za transformacijo 
 
3.3.2.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
Prisotnost in pristnost (= dolžino) fragmentov, ki smo jih pomnožili pri reakciji PCR smo 
vedno preverili z gelsko elektroforezo. Produkte reakcij PCR smo shranjevali v 
zamrzovalniku na -20 °C za nadaljnjo uporabo. 
 
3.3.2.2 Metoda vgnezdene verižne reakcije s polimerazo (PCR) (angl.: nested PCR) 
 
Ta metoda poteka v dveh zaporednih korakih – 2 zaporedni reakciji PCR. To metodo smo 
uporabili, da smo najprej pomnožili gene (prva reakcija PCR), ki smo jih želeli vstaviti v 
plazmid za transformacijo, in jih nato v drugi reakciji PCR podaljšali s 13 in 16 bp dolgimi 
zaporedji, ki so homologna mestoma na plazmidu kot kaže slika 4. Pomnoževali smo 
naslednje gene iz glive A. pullulans, da smo jih lahko pozneje uporabili za kloniranje v 
plazmid pBEVY-U v S. cerevisiae s homologno rekombinacijo: HAK, NHA, ACU1, 
ACU2 ter še nekatere druge, ki jih nismo uvrstili v vsebino te magistrske naloge (RHOA, 
RHOB, POR1, STL1, PGM, PMM, PUL, RPL5, UN1-3, ZIP, HSP12). 
 
3.3.2.2.1 PCR 1 
 
Za vsakega od genov smo uporabili primerne oligonukleotidne začetnike. Sestava PCR 
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Preglednica 7: PCR mešanica za 1 vzorec (skupni volumen je 10 µL). 
Reagent Volumen Delež 
Reakcijski pufer 2,0 µL 0,20 
dNTP 0,2 µL 0,02 
MgCl2 0,6 µL 0,06 
Oligonukleotidni začetnik 1 (10 pmol/µL) 0,75 µL 0,075 
Oligonukleotidni začetnik 2 (10 pmol/µL) 0,75 µL 0,075 
Phusion High-Fidelity polimeraza (2 U/µL) 0,10 µL 0,01 
Betain 2,0 µL 0,20 
DNK 0,1 µL 0,01 
Bidestilirana voda 3,5 µL 0,35 
 
Preglednica 8: Program za pomnoževanje izbranih genov iz glive A. pullulans (PCR 1). 
PCR 1 Program pomnoževanja 
Začetna denaturacija 98 °C, 1 min 
Število ciklov 1 10 x 
Denaturacija 1 98 °C, 10 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 1 67 °C, 30 s 
Elongacija 1 72 °C, 60 s 
Število ciklov 2 20 x 
Denaturacija 2 98 °C, 10 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 2 56 °C, 30 s 
Elongacija 2 72 °C, 60 s 
Končna elongacija 72 °C, 5 min 
 
3.3.2.2.2    PCR 2 
 
Pri drugi reakciji PCR smo uporabili enake oligonukleotidne začetnike pri vseh vzorcih: 
bevyUflankF in bevyUflankR (Gostinčar, neobjavljeno), ki so služili za podaljševanje 
»flanking« regije, da so se lahko namnoženi geni uspešno povezali s plazmidom. Za 
negativno kontrolo smo namesto DNK uporabili bidestilirano vodo. Sestava PCR mešanice 
je navedena v preglednici 9, program PCR, ki smo ga uporabili za pomnoževanje, pa je 
naveden v preglednici 10. 
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Preglednica 9: PCR mešanica za 1 vzorec (skupni volumen je 30 µL). 
Reagent Volumen Delež 
Reakcijski pufer 6,0 µL 0,20 
dNTP 0,6 µL 0,02 
MgCl2 1,8 µL 0,06 
Oligonukleotidni začetnik 1 (10 pmol/µL) 2,25 µL 0,075 
Oligonukleotidni začetnik 2 (10 pmol/µL) 2,25 µL 0,075 
Phusion High-Fidelity polimeraza (2 U/µL) 0,3 µL 0,01 
Betain 6,0 µL 0,20 
DNK 1,0 µL 0,033 
Bidestilirana voda 9,8 µL 0,327 
 
Preglednica 10: Program za pomnoževanje izbranih genov iz glive A. pullulans (PCR 2). 
PCR 2 Program pomnoževanja 
Začetna denaturacija 98 °C, 1 min 
Število ciklov 1 10 x 
Denaturacija 1 98 °C, 10 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 1 65 °C, 30 s 
Elongacija 1 72 °C, 60 s 
Število ciklov 2 20 x 
Denaturacija 2 98 °C, 10 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 2 54 °C, 30 s 
Elongacija 2 72 °C, 60 s 
Končna elongacija 72 °C, 5 min 
 
Po končanih reakcijah PCR, smo produkte ločili z agarozno gelsko elektroforezo in jih 




Homologna rekombinacija je proces, ki ima za rezultat genetsko izmenjavo dveh 
homolognih DNK sekvenc, ki prihajata iz dveh različnih virov. Homologne DNK sekvence 
so tiste, ki imajo skoraj enako sekvenco in posledično se baze lahko parijo čez daljšo 
dolžino dveh DNK molekul (Madingan in sod., 2010). 
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Preglednica 11: Seznam uporabljenih transformant za testiranje na različnih gojiščih. 
Transformirani geni v S. cerevisiae BY4741 Transformirani geni v S. cerevisiae BYT12 
ACU1 – ATPaza P-tipa ACU1 – ATPaza P-tipa 
ACU2 – ATPaza P-tipa ACU2 – ATPaza P-tipa 
HAK – Transporter z visoko afiniteto za kalij HAK – Transporter z visoko afiniteto za kalij 
NHA – Antiporter Na+/H+ NHA – Antiporter Na+/H+ 
 
Kot vključke, ki bodo zlepili plazmid še na drugih koncih, smo uporabili CDS gene iz 
glive A. pullulans, ki smo jih namnožili po metodi vgnezdene verižne reakcije s 
polimerazo, da smo namnoženim genom lahko dodali lepljive konce, da so se lahko vezali 
v plazmid. V plazmid smo jih vstavili tako, da so se geni nahajali takoj za promotorjem 
GAPDH. Razmerje molarnih koncentracij med vektorjem in vključkom je bilo 1:3. Dobili 
smo mešanico, ki smo jo poimenovali »plazmidna DNK + voda«. Sestava reakcijske 
mešanice, ki smo jo uporabili za zlepljenje plazmidov je navedena v preglednici 12. 
 
Preglednica 12: Sestavine reakcijske mešanice za zlepljanje plazmida. 
Reagent Količina 
Plazmid pBEVY-U fragment 1 1 µL 
Plazmid pBEVY-U fragment 2 1 µL 
CDS gen 2-12 µL* 
Bidestilirana voda Do 34 µL 
 
* Odvisno od koncentracije namnoženega gena. ACU1 6 µL, ACU2 3 µL, NHA 12 µL, HAK 10 µL, POR1 2    
µL, PGM2 10 µL  RHOA 2 µL, RHOB 5 µL, PMM 2 µL. 
 
Uporabili smo dva različna seva kvasovk S. cerevisiae – BY4741 in BYT12, v katera smo 
transformirali plazmid pBEVY-U z vstavljenimi geni po predhodno opisanem postopku – 
(Gietz in Woods, 2002). 
 
Na kratko, prvi dan smo kvasne celice glive S. cerevisiae nacepili v 5 mL tekočega 2x 
YPD gojišča in jih inkubirali preko noči s stresanjem (200 rpm) na 30 °C. Na stresalnik 
smo postavili tudi 2x YPD za naslednji dan, da se primerno ogreje (50 mL za 10 
transformacij). Nato smo naslednji dan določili titer kulture, tako da smo 100 µL kulture 
razredčili v 0,9 mL vode in 10 µL suspenzije prenesli na hemocitometer in prešteli celice 
pod mikroskopom. Pripravili smo suspenzijo celic s titrom 5 x 106 celic/mL, tako da smo 
ustrezno količino prekonočne kulture s skupnim številom celic 2,5 x 108 celic prenesli v 50 
mL ogretega 2x YPD gojišča. Suspenzijo smo inkubirali na 30 °C s stresanjem pri 200 
obratih na minuto, dokler kultura ni dosegla koncentracije 2 x 107 celic na mililiter, kar sta 
dve delitvi oziroma 4 urna inkubacija. Končno število celic doseže 10 x 109. V vreli vodni 
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kopeli smo 5 minut denaturirali vzorec nosilne DNK in jo takoj za tem ohladili na ledu. Na 
ledu smo zmešali transformacijsko mešanico naslednje sestave (Gietz in Woods, 2002):  
 
PEG 3500 (50 %)     240 µL 
Litijev acetat (1,0 M)     36 µL 
Enoverižna nosilna DNK (2 mg/mL)  50 µL 
Plazmidna DNK + voda    34 µL 
Transformacijska mešanica s skupno prostornino 360 µl zadostuje eni transformaciji.  
 
Kulturo smo centrifugirali 5 minut pri 3000 x g in sediment dvakrat sprali s 25 mL sterilne 
vode in vmesnim centrifugiranjem. Po centrifugiranju smo celice še enkrat sprali s 25 mL 
sterilne vode in še enkrat centrifugirali. Po centrifugiranju smo odstranili ves supernatant 
in ostali sediment resuspendirali v 1 mL sterilne vode. 100 µL suspenzije smo prenesli v 
mikrocentrifugirke (1,5 mL) in jih centrifugirali 30 sekund pri najvišji hitrosti 14.000 rpm. 
Nato smo odstranili supernatant in celicam dodali 360 µL prej-pripravljene 
transformacijske mešanice. Celice smo resuspendirali v transformacijski mešanici s 
temeljitim mešanjem na vrtinčastem mešalu. Mešanico smo nato inkubirali eno uro in pol 
pri 42 °C in vsakih 5 minut premešali z obračanjem, da smo zagotovili enakomerno 
temperaturo. Mešanico smo nato ponovno centrifugirali 30 sekund pri najvišji hitrosti in po 
centrifugiranju odstranili supernatant. Celicam, ki so ostale v mikrocentrifugirki, smo s 
pipeto dodali 1 mL sterilne vode in nato temeljito premešali na vrtinčastem mešalu. 10 µL 
suspenzije smo razredčili v 1 mL sterilne vode. Na YPD-Ura plošče smo nato nanesli po 
10 µL in 100 µL redčene mešanice in jo enakomerno razmazali. Plošče smo nato inkubirali 
pri 30 °C. 
 
3.3.4 Preverjanje uspešnosti transformacije 
 
3.3.4.1 Izolacija plazmidne DNK iz transformant S. cerevisiae 
 
Po 10 – 20 kolonij iz vsake transformacije smo precepili na sveža gojišča. Na teh kolonijah 
smo izvedli »PCR na osnovi kolonije«, da bi v njih dokazali prisotnost vključkov A. 
pullulans. Zaradi slabših pozitivnih reakcij PCR, smo iz posameznih kolonij izolirali DNK 
tudi z reagentom PrepMan® Ultra in ponovili PCR. 
 
3.3.4.2 PCR na osnovi kolonije 
 
S to PCR reakcijo smo pomnoževali gene glive A. pullulans iz transformant S. cerevisiae 
BY4741 in BYT12, da smo lahko na gelski elektroforezi preverili prisotnost naših 
vključkov v plazmidu pBEVY-U, ki je bil transformiran v celice S. cerevisiae. DNK, ki 
smo jo uporabili za pomnoževanje je bila izolirana iz celic z raztopino PrepMan. Geni, ki 
smo jih pomnoževali so: ACU1, ACU2, NHA, HAK. Za negativno kontrolo smo namesto 
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DNK uporabili bidestilirano vodo. Sestava PCR mešanice, ki smo jo uporabili je navedena 
v preglednici 13 in program, ki smo ga uporabili za pomnoževanje pri prvem poskusu, je 
naveden v preglednici 14 in program, ki smo ga uporabili za pomnoževanje pri drugem 
poskusu je naveden v preglednici 15. 
 
Preglednica 13: PCR mešanica za 1 vzorec (skupni volumen je 10 µL). 
Reagent Volumen Delež 
Reakcijski pufer 1,0 µL 0,10 
dNTP 0,2 µL 0,02 
MgCl2 0,0 µL 0,00 
Oligonukleotidni začetnik 1 (10 pmol/µL) 0,75 µL 0,075 
Oligonukleotidni začetnik 2 (10 pmol/µL) 0,75 µL 0,075 
DreamTaq polimeraza (5 U/µL) 0,1 µL 0,01 
Betain 2,0 µL 0,20 
DNK 1,0 µL 0,10 
Bidestilirana voda 4,2 µL 0,42 
 
Preglednica 14: Program za pomnoževanje izbranih genov glive A. pullulans iz transformant S. cerevisiae 
BY4741 in BYT12 pri prvem poskusu. 
PCR (poskus 1) Program pomnoževanja 
Začetna denaturacija 95 °C, 1 min 
Število ciklov 1 10 x 
Denaturacija 1 95 °C, 15 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 1 67 °C, 30 s 
Elongacija 1 72 °C, 2 min 
Število ciklov 2 20 x 
Denaturacija 2 95 °C, 15 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 2 56 °C, 30 s 
Elongacija 2 72 °C, 2 min 
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Preglednica 15: Program za pomnoževanje izbranih genov glive A. pullulans iz transformant S. cerevisiae 
BY4741 in BYT12 pri drugem poskusu. 
PCR 2 (poskus 2) Program pomnoževanja 
Začetna denaturacija 95 °C, 1 min 
Število ciklov 1 10 x 
Denaturacija 1 95 °C, 30 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 1 65 °C, 30 s 
Elongacija 1 72 °C, 3 min 
Število ciklov 2 30 x 
Denaturacija 2 95 °C, 30 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 2 54 °C, 30 s 
Elongacija 2 72 °C, 2 min 
Končna elongacija 72 °C, 1 min 
 
3.3.4.3 Shranjevanje transformant na -80 °C na Microbank™ kroglicah 
 
Transformante z dokazanim vključkom smo shranili na -80 °C na Microbank™ kroglicah. 
 
3.3.5 Preverjanje tolerance na stres 
 
Želeli smo preveriti toleranco celic S. cerevisiae, ki smo jih transformirali s plazmidom 
pBEVY-U v katerega smo vstavili različne gene, ki bi naj vplivali na ozmoregulacijo. S 
cepilno zanko (1 µL) smo postrgali za polovico zanke celic in jih resuspendirali v 510 µL 
fiziološke raztopine z mešanjem na vrtinčastem mešalu. 10 µL suspenzije smo prenesli na 
hemocitometer in pod mikroskopom prešteli celice. Želeli smo se čimbolj približati titru 
celic 5x105 celic na mililiter (OD600 = 0,5). Po 100 µL tako pripravljene suspenzije smo 
prenesli v prvi, ozirom peti, stolpec mikrotitrne plošče (stolpec označen s črko »A«, 
oziroma »E«). V ostale stolpce (stolpci označeni s črkami »B«, »C«, »D«, »F«, »G«, »H«) 
mikrotitrne plošče smo napipetirali 90 µL fiziološke raztopine in nato po 10 µL suspenzije 
iz stolpca »A« prenesli v stolpec »B« (oziroma iz stolpca »E« v stolpec »F«) in dobro 
premešali s pipetiranjem, da smo dobili 10x redčitev originalne suspenzije. Postopek smo 
ponovili tako, da smo dobili še 100x in 1000x redčitev originalne suspenzije v stolpcema 
»C« in »D« (oziroma v stolpcema »G« in »H«). Ko smo imeli pripravljeno mikrotitrno 
ploščo z redčitvami želenih transformant, smo jih nanašali po 3 µL na plošče z različnimi 
gojišči – MM, YNB in SC YNB gojišča brez ali z različnimi dodatki (NaCl, KCl, LiCl, 
sorbitol in glicerol) v različnih koncentracijah / deležih. Uporabljena gojišča so navedena v 
preglednici 16. Transformirane celice, ki smo jih testirali so navedene v preglednici 11. 
Kot negativno kontrolo smo uporabili celice, ki so imele transformiran prazen plazmid – 
torej ScBY4741 in ScBYT12 z vstavljenim plazmidom pBEVY-U brez vključka. 
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Nacepljene plošče z gojišči in različnimi stresnimi dejavniki smo dali inkubirat na 30 °C. 
Po izbranem času inkubacije (3, 4, 7, 11, 12, 14 dni) smo plošče fotografirali in fotografije 
obdelali v računalniškem programu GNU Image Manipulation Program (GIMP, 2015). 
 
Preglednica 16: Seznam gojišč, ki smo jih uporabili za testiranje transformant. 
Uporabljena gojišča 
YNB-Ura 
YNB-Ura + 1,7 M NaCl 
YNB-Ura + 1,5 M NaCl 
YNB-Ura + 2,0 M NaCl 
YNB-Ura + 2,0 M KCl 
YNB-Ura + 150 mM LiCl 
YNB-Ura + 200 mM LiCl 
YNB-Ura + 49,2 % Sorbitol 
YNB-Ura + 25,0 % Glicerol 
YNB-Ura + 31,3 % Glicerol 
YNB-Ura brez K+ 
YNB-Ura brez K+ + 10 mM KCl 
YNB-Ura brez K+ + 100 mM LiCl 
YNB-Ura brez K+ + 2 mM KCl + 1 M NaCl  
YNB-Ura brez K+ + 2 mM KCl + 100 mM LiCl  
YNB-Ura brez K+ + 10 mM KCl + 1,37 M NaCl 
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Slika 5: Shema mikrotiterne plošče in priprava redčitev. R-XXX(XX) predstavlja referenčni sev S. cerevisiae 
BY4741; M-XXX(X) predstavlja sev S. cerevisiae z delecijo transporterjev Trk1 in Trk2, BYT12. 
 
3.3.6 In silico analize aminokislinskega zaporedja 
 
Proteinske sekvence smo pridobili iz nukleotidnih sekvenc genov, ki smo jih testirali, 
ostale (AJ622937, AJ622938, AJ622829, AJ622830, AJ622831, AAC49845, CAA20566, 
CAB40777, AF129479, AAC39315, AAC24049, Q99271, Q99173, A1C850, K1WQF1) 
pa smo pridobili iz baze podatkov MycoCosm (Grigoriev in sod., 2014) in UniProtKB 
(The UniProt Consortium, 2015). Tako pridobljene sekvence smo nato najprej analizirali s 
skritim Markovim modelom (angl. A Hidden Markov Model) v spletnem orodju 
TMHMM2.0 (Krogh in sod., 2001), da nam je poiskal transmembranske regije, in nato še 
dali v obdelavo spletnemu orodju Phyre2 (Kelley in sod., 2015) in RaptorX (Källberg in 
sod., 2012), ki sta nam poiskala aktivna in vezavna mesta v proteinu ter izrisala predvideno 
trodimenzionalno strukturo proteinov. Za vmesno hitro obdelovanje sekvenc smo 
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4.1 KLONIRANJE IZBRANIH GENOV A. pullulans S HOMOLOGNO 
REKOMBINACIJO 
 
Knjižnica cDNK je bila predhodno pripravljena, zato smo z dvema zaporednima 
reakcijama PCR pomnožili cDNK izbranih genov in jih na levi in desni strani podaljšali za 
lepljive konce, ki so nalegali levo in desno od mesta vstavitve v plazmid pBEVY-U. 
 
4.2 REZULTATI KAPLJIČNIH TESTOV NA STRESNE DEJAVNIKE 
 
Na stresne dejavnike smo testirali dva različna laboratorijska seva celic S. cerevisiae 
(referenčni sev BY4741 ter mutanto tega seva BYT12),v katera smo transformirali različne 
gene. Po pregledu rezultatov večjega nabora genov (slika 6), smo se v nadaljevanju  
osredotočili na ATPaze P-tipa (angl. P-type ATPases) – Acu1 in Acu2, na transporter Hak 
in antiporter Nha, ki so po preliminarnih testih pokazale razliko v fenotipu transformirane 
kvasovke. 
 
Na sliki 5 je shematski prikaz nacepljenega gojišča, na sliki 6 pa je predstavljen dejanski 
primer gojišča z rastočimi transformiranimi celicami. V preglednicah (+) pomeni, da je bila 
rast boljša (hitrejša rast, večje kolonije) od kontrole, (-) pomeni, da je bila rast slabša 
(počasnejša rast, manjše kolonije) od kontrole; in (0) pomeni, da je bila rast transformant 
enaka kontrolam.  
 
 
Slika 6: Primer izvajanja kapljičnega testa. Gojišče je YNB-Ura z dodanim NaCl v koncentraciji 1,7 mol/L. 
R- sev: S. cerevisiae BY4741, M- sev: S. cerevisiae BYT12. (Na gojišču smo testirali še nekatere druge 
transformante.) 
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0 - + - - + + - - 
25 % Glicerol - + 0 + + + 0 + 
30,3 % Glicerol 0 0 0 0 0 0 0 0 
401 mM LiCl - + - + - + - + 
472 mM LiCl - + - + - + - + 
590 mM LiCl 0 0 - + - + 0 + 
50 mM KCl 0/- + - - - - - 0 
1,37 M NaCl - 0 - 0 - 0 0 0 
1,71 M NaCl - 0 - 0 - 0 + 0 
2,05 M NaCl - 0 - 0 - 0 + 0 
49,2 % Sorbitol 0 0 - 0 - 0 0 0 
55 % Sorbitol 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
(+) rast transformiranih celic je boljša (hitrejša rast, večje kolonije) od kontrole, (-) rast transformiranih celice 
je slabša (počasnejša rast, manjše kolonije) od kontrole; in (0) rast transformiranih celice je enaka  rasti 
kontrolnih celic. 
 
V preglednici 17 so predstavljene velikosti kolonij vseh transformant po sedmih dneh 
inkubacije pri 30 °C. Vidimo lahko, da so vsi vstavljeni geni izboljšali rast mutante BYT12 
pri LiCl (401 in 472 mM) in 25 % glicerolu, le gen HAK pa je tudi izboljšal rast 
referenčnega seva BY4741 pri 25 % glicerolu. Gen NHA je bil edini, ki je izboljšal rast 
referenčnega seva BY4741 pri dodatku NaCl (1,71 in 2,05 M). 
 
Iz preglednice 18 lahko razberemo rezultat, ki nas je najbolj presenetil – to je rast 
transformant ACU2 na gojiščih brez dodanega kalija. V nadaljevanju smo želeli bolj 
natančno preveriti rast pri pogojih z nizkimi in normalnimi vrednostmi kalija v gojišču ter 
dodanimi inhibitornimi koncentracijami soli LiCl ter NaCl. Rezultate nam je uspelo 
ponoviti kot je razvidno v preglednici 20, hkrati pa je moč razbrati, da je gen ACU2 
izboljšal rast transformantam tudi pri znižanih koncentracijah kalija in povišanju 
koncentracije stresnih faktorjev (0 mM KCl + 100 mM LiCl, 2 mM KCl + 100 mM LiCl, 2 
mM KCl + 1 M NaCl). Gojišča YNB-Ura brez kalija z dodanim 10 mM KCl in dodatkom 
8 % NaCl nam ni uspelo pripraviti pri pH 4, zato le-ti rezultati manjkajo. 
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0 mM KCl 0 0 + + 0 0 0 0 
2 mM KCl 0 0 - - - - 0 - 
10 mM KCl 0 0 - - - - 0 - 
50 mM KCl 0 0 - - - - 0 - 
0 mM KCl + 
0,51 M NaCl 
0 0 0 0 0 0 0 0 
10 mM KCl + 
1,37 M NaCl 
- 0 - 0 - 0 + 0 
pH 4 
0 mM KCl 0 0 + + 0 0 0 0 
2 mM KCl 0 0 - - - - 0 - 
10 mM KCl 0 0 - - - - 0 - 
50 mM KCl 0 0 - - - - 0 - 
0 mM KCl + 
0,51 M NaCl 
0 0 0 0 0 0 0 0 
10 mM KCl + 
1,37 M NaCl 
/ / / / / / / / 
 
(+) rast boljša od kontrole, (-) rast slabša od kontrole; in (0) rast enaka kontroli. 
 






































































































2,0 M KCl + + - - - - + 0 
2,5 M KCl 0 0 0 0 0 0 0 0 
150 mM LiCl 0 + - - - 0 0 - 
200 mM LiCl 0 + - - - 0 0 - 
1,5 M NaCl - - - - - - 0 0 
2,0 M NaCl - 0 - 0 - 0 0 0 
pH 
3,5 
2,0 M KCl 0 - - - 0 0 0 0 
2,5 M KCl 0 0 0 0 0 0 0 0 
150 mM LiCl 0 + - - - - 0 - 
200 mM LiCl 0 + - - - - 0 - 
1,5 M NaCl - - - - - - + - 
2,0 M NaCl 0 0 0 0 0 0 + 0 
 
(+) rast boljša od kontrole, (-) rast slabša od kontrole; in (0) rast enaka kontroli. 
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V preglednici 19 lahko vidimo, da transformata ACU1 izboljša rast mutiranega seva pri 
povišani koncentraciji LiCl pri obeh vrednostih pH, medtem ko izboljša rast pri povišani 
vrednosti KCl v gojišču le pri višjem od testiranih vrednosti pH. Razberemo lahko tudi, da 
je antiporter Nha izboljšal rast referenčnega seva pri visoki koncentraciji NaCl pri nižjem 
pH-ju. 
 
Preglednica 20: Rezultati ponovnega testiranja izbranih transformant v gojiščih z nizko vsebnostjo K+ in 


































































































0 mM KCl 0 0 + + 0 0 0 0 
2 mM KCl 0 0 - - - - 0 - 
10 mM KCl 0 0 - - - - 0 - 
50 mM KCl 0 0 - - - - 0 0 
0 mM KCl + 100 mM LiCl 0 0 + + 0 0 0 0 
2 mM KCl + 100 mM LiCl - 0 + + - - 0 - 
10 mM KCl + 100 mM LiCl - - - - - - 0 - 
50 mM KCl + 100 mM LiCl 0 0 - - - - 0 - 
0 mM KCl + 1 M NaCl 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 mM KCl + 1 M NaCl - 0 + + - - 0 - 
10 mM KCl + 1 M NaCl - - - - - - - - 
50 mM KCl + 1 M NaCl 0 - 0 - - - - - 
 
(+) rast boljša od kontrole, (-) rast slabša od kontrole; in (0) rast enaka kontroli. 
 
 
Slika 7: Transformante ACU1 in ACU2 po 4-dnevni inkubaciji pri 30 °C z NaCl. 
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Na sliki 7 lahko opazimo rast obeh sevov transformiranih z genom ACU2 na gojišču brez 
K+. Vidimo tudi, da pH ni vplival na delovanje črpalke Acu2. Da pH ni imel vpliva na 
delovanje črpalk pri znižanih koncentracijah K+, lahko vidimo tudi na sliki 8. 
 
 
Slika 8: Transformante ACU1 in ACU2 po 4-dnevni inkubaciji na 30 °C. 
 
Na sliki 9 vidimo, da pri nizkih koncentracijah K+ črpalki Acu1 in Acu2 ne izboljšata rasti 
nobenega od sevov pri znižanih koncentracijah K+ in prisotnosti LiCl ali NaCl. Le črpalka 
Acu2 izboljša rast mutiranega seva na gojišču brez K+ in hkratnem dodatku Li+ ionov. Iz 
slike 10 je razvidno, da gen ACU1 pripomore k povišani toleranci na zvišane koncentracije 
KCl ter LiCl. Slika 11 nam prikaže izboljšano rast mutiranega seva, transformiranega z 
obema genoma ACU, pri 25 % deležu glicerola v gojišču. 
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Slika 9: Transformante ACU1 in ACU2 po 7-dnevni inkubaciji na 30 °C z LiCl in NaCl. 
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Slika 11: Transformante ACU1 in ACU2 po 7-dnevni inkubaciji na 30 °C z glicerolom. 
 
Na sliki 12 vidimo, da gen NHA izboljša rast referenčnega seva pri 1,5 M NaCl pri nižjem 
pH (3,5), pri višjem (5,5) pa nima vpliva; ter omogoči tudi rast na 2,0 M NaCl pri nižjem 
pH. Na sliki 13 lahko vidimo, da je vstavljen gen NHA izboljšal rast referenčnega seva tudi 
pri 2 M KCl. 
 
 
Slika 12: Transformante NHA po 11-dnevni inkubaciji na 30 °C. 
 
 
Slika 13: Transformante NHA po 11-dnevni inkubaciji na 30 °C pri pH 5,5. 
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Slika 14: Transformante HAK po 7-dnevni inkubaciji na 30 °C. Opazimo lahko slabšo rast pri nizkih 
koncentracijah KCl. Transformiran mutiran sev raste bolje ob prisotnosti LiCl. 
 
 
Slika 15: Transformante HAK po 7-dnevni inkubaciji na 30 °C z glicerolom. Gen HAK izboljša 
osmotoleranco mutiranega seva kot tudi rast referenčnega seva. 
 
Slika 14 in slika 15 prikazujeta rast transformant HAK. Na sliki 14 lahko opazimo slabšo 
rast transformant pri nizkih koncentracijah KCl, vendar transformiran mutiran sev raste 
bolje ob prisotnosti LiCl. Na sliki 15 vidimo, da gen HAK izboljša osmotoleranco 
mutiranega seva kot tudi rast referenčnega seva. 
 
Vsekakor pa je potrebno pripomniti, da so bili vsi poskusi izvedeni zgolj na ravni DNK in  
da nismo delali z izraženimi proteini, zato ne moremo z gotovostjo trditi, da so bili opaženi 
rezultati definitivno posledica izražanja vstavljenih genov. 
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4.3 ANALIZA PROTEINSKIH SEKVENC 
 
Analizirali smo 4 proteinske sekvence (Acu1, Acu2, Hak in Nha), ki smo jih dobili iz 
nukleotidnih zaporedij. Za vsakega izmed predvidenih proteinov smo določili 
transmembranske regije (z orodjem TMHMM2.0) (Krogh in sod., 2001), vzporedili z 
nekaterimi proteinskimi zaporedji homolognih proteinov drugih vrst gliv (orodje 
ClustalW2) (EMBL-EBI, 2015) ter določili še predvidena vezavna mesta in 
trodimenzionalni model proteina (orodje RaptorX) (Källberg in sod., 2012). 
 
4.3.1 Analiza proteinskih zaporedij ATPaz Acu 
 
4.3.1.1 Transmembranske regije ATPaz Acu 
 
Na sliki 16 so prikazane predvidene transmembranske regije (10 pri obeh proteinih) 
proteina Acu1 in Acu2 po analizi s skritim Markovim modelom s spletnim orodjem 
TMHMM2.0 (Krogh in sod., 2001). 
 
 
Slika 16: Predvidene transmembranske regije proteina Acu1 in Acu2 po skritem Markovem modelu. Na x-os 
je nanešena dolžina proteina in na y-osi je označena verjetnost za predvidene regije proteina. Rdeče so 
označene transmembranske regije, z modro so označene regije proteina, ki se nahajajo znotraj celice in z roza 
so označene regije, ki se nahajajo zunaj celice. 
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4.3.1.2 Poravnava proteinskih sekvenc proteinov ATPaz Acu1 in Acu2 
 
Primerjali smo transmembranske in ohranjene regije ATPaz Acu1 in Acu2 iz organizma A. 
pullulans (AJ406577 in AJ266357) z ATPazami Acu iz organizmov Magnaporthe grisea 
(AJ622937 in AJ622938), Ustilago maydis (AJ622829 in AJ622830) in Pichia farinose 
(AJ622831). Sekvence smo poravnali z algoritmom ClustalW2 (EMBL-EBI, 2015) 
(priloga A). S svetlo modro barvo smo označili predvidenih 10 transmembranskih regij in z 
rumeno/zeleno smo označenili aktivna vezavna mesta v proteinih, ki nam jih je predvidelo 
spletno orodje RaptorX (Källberg in sod., 2012). S sivo smo označili regije s 
karakterističnimi vzorci ohranjenih aminokislinskih ostankov kot je DKTGTLT v P-
domeni in TGE v A-domeni. Z rdečo zvezdico pa smo označili mesto asparaginske kisline 
(D / Asp), ki je reverzibilno fosforilirana (Kühlbrandt, 2004). Vse te regije se nahajajo tudi 
v sekvencah preučevanih genov organizma A. pullulans. Omeniti velja razlikovanje 
ApAcu1 od ostalih proteinov, ki v karakteristični regiji DKTGTLT namesto levcina 
vsebuje izolevcin (označeno v poravnavi spodaj). 
 
4.3.1.3 Predvidena vezavna mesta ATPaz Acu 
 
Spletno orodje RaptorX (Källberg in sod., 2012) je predvidelo naslednja vezavna mesta za 
proteina Acu1 in Acu2, ki so predstavljena v preglednici 21. Vidimo, da nam je orodje 
predvidelo vezavno mesto za ATP kot tudi za Mg2+, kot je predvideno za ATPaze P-tipa 
(Kühlbrandt, 2004). 
 
Preglednica 21: Predvideni ligandi in aminokislinski ostanki s katerimi bi se dani ligand vezal za proteina 
Acu1 in Acu2. 
Protein Ligand Vezavni ostanki 
Acu1 
Mg2+ D434, K435, T436, T673, G674, K760, D779, G780, N782 
Ca2+, Na+, Rb+ V387, A388, I390, E392, A842, G843, E847, C872, D876 
Na+, K+ L787, K788, A790, D808 
ATP 
T436, D506, F534, S536, K539, F540, M541, K560, G561, A562, 
R604, L606, T673, G674, D675, R754, N782 
Acu2 
Mg2+ D444, K445, T446, T691, G692, K774, D793, G794, N796 
Na+, K+ L801, K802, A804, D822, 
Ca2+, Na+, Rb+ V397, A398, I400, E402, A856, G857, E861, C886, D890, Q997 
ATP 
T446, D518, F548, S550, K553, W554, M555, K580, G581, A582, 
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4.3.1.4 Trodimenzionalna struktura ATPaz Acu 
 
Na sliki 17 sta prikazani predvideni trodimenzionalni strukturi proteina Acu1 in Acu2, ki 
ju je predvidelo spletno orodje RaptorX (Källberg in sod., 2012). Opazimo lahko 4 
značilne regije proteina. 
 
 
Slika 17: Predvideni trodimenzionalni strukturi proteina Acu1 (B) in Acu2 (A). Vijolične, spiralno zvite 
puščice predstavljajo α-vijačnice in ravne rumene puščice predstavljajo β-liste v predvidenem modelu 
proteina. 
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4.3.2 Analiza proteinskega zaporedja transporterja Hak 
 
4.3.2.1 Transmembranske regije transporterja Hak 
 
Na sliki 18 je prikazanih 12 predvidenih transmembranskih regij proteina Hak po analizi s 
skritim Markovim modelom s spletnim orodjem TMHMM2.0 (Krogh in sod., 2001). 
 
 
Slika 18: Predvidene transmembranske regije proteina Hak po skritem Markovem modelu. Na x-os je 
nanešena dolžina proteina in na y-osi je označena verjetnost za predvidene regije proteina. Rdeče so 
označene transmembranske regije, z modro so označene regije proteina, ki se nahajajo znotraj celice in z roza 
so označene regije, ki se nahajajo zunaj celice. 
 
4.3.2.2 Poravnava proteinskih sekvenc transporterjev Hak 
 
Primerjali smo transmembranske in ohranjene regije transporterja Hak iz organizma A. 
pullulans (AJ342758) s transporterji Hak iz organizmov Arabidopsis thaliana (AAC49845, 
CAA20566, CAB40777), Hordeum vulgare (AF129479 in AAC39315) in 
Schwanniomyces occidentalis (AAC24049) (priloga B). Sekvence smo poravnali z 
algoritmom ClustalW2 (EMBL-EBI, http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).  S svetlo 
modro so označene predvidene transmembranske regije, ki nam jih je predvidel skrit 
Markov model, s svetlo sivo je obarvan del sekvence, ki je značilen za transporterje Hak 
(ta je pri vseh sekvencah v celoti v transmembranskem delu) in z rdečo so obarvane 
aminokisline, ki se ponovijo v vseh sekvencah znotraj tega zaporedja (Rodríguez-Navarro, 
2000). S temno sivo smo označili zaporedje na sekvenci, ki je ohranjeno v vseh 
analiziranih sekvencah. 
 
4.3.2.3 Vezavna mesta transporterja Hak 
 
Predvidena vezavna mesta proteina Hak, ki nam jih je predvidelo spletno orodje RaptorX 
(Källberg in sod., 2012) so prikazana v preglednici 22. 
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Preglednica 22: Predvideni ligandi in aminokislinski ostanki, s katerimi bi se dani ligand vezal s proteinom 
Hak. 
Domena Ligand Vezavni ostanki 
Domena 1 
Na+ 
S72, T73, Y77, G78, D79, I80, I201, L313, C314, F315, 
T316, L340, L394 
Na+ Q71, G74, V75, V389, A390 
Domena 2 
Mg, Na F596, D597, R629, S632, H637, E638, E639 
ADP, ATP 
R629, A630, L631, S632, E633, E639, V665, V666, T667, 
P668, D725, G726, L744, D747, N748, G808, E809, I810 
 
4.3.2.4 Trodimenzionalna struktura transporterja Hak 
 
Na sliki 19 je prikazana predvidena trodimenzionalna struktura proteina Hak, ki nam jo je 
predvidelo spletno orodje RaptorX (Källberg in sod., 2012). Protein ima 2 domeni, desni 




Slika 19: Predvidena trodimenzionalna struktura proteina Hak. Vijolične, spiralno zvite puščice predstavljajo 
α-vijačnice in ravne rumene puščice predstavljajo β-liste v predvidenem modelu proteina. 
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4.3.3 Analiza proteinskega zaporedja antiporterja Nha 
 
4.3.3.1 Transmembranske regije antiporterja Nha 
 
Na sliki 20 so prikazana predvidene transmembranske regije proteina Nha po analizi s 
skritim Markovim modelom s spletnim orodjem TMHMM2.0 (Krogh in sod., 2001). 
 
 
Slika 20: Predvidene transmembranske regije proteina Nha po skritem Markovem modelu. Na x-os je 
nanešena dolžina proteina in na y-osi je označena verjetnost za predvidene regije proteina. Rdeče so 
označene transmembranske regije, z modro so označene regije proteina, ki se nahajajo znotraj celice in z roza 
so označene regije, ki se nahajajo zunaj celice. 
 
4.3.3.2 Poravnava proteinskih sekvenc antiporterjev Nha 
 
Primerjali smo transmembranske in ohranjene regije transporterja Nha organizma A. 
pullulans (A0A074Y2K9) z Nha transporterji iz organizmov S. cerevisiae (Q99271), 
Zygosaccharomyces rouxii (Q99173), Aspergillus clavatus (A1C850) in Marssonina 
brunnea f. sp. multigermtubi (K1WQF1) (priloga C). V oklepajih so dostopne kode za 
UniProt. Sekvence smo poravnali z algoritmom ClustalW2 (EMBL-EBI, 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). S svetlo modro so označena predvidena 
transmembranska mesta na sekvencah, ki nam jih je predvidel skrit Markov model. Črne 
zvezdice označujejo dele sekvence, ki so si identični med sabo. Z rumeno so označeni 
aminokislinski ostanki, ki nam jih je spletno orodje RaptorX (Källberg in sod., 2012) 
predvidelo kot vezavna mesta za Na+; zeleno so označeni aminokislinski ostanki, ki bi naj 
bili vezavna mesta za SO4
2-. 
 
4.3.3.3 Vezavna mesta antiporterja Nha 
 
V preglednici 23 spodaj so nekatera predvidena vezavna mesta za protein Nha. Vsa 
predvidena vezavna mesta v proteinu Nha imajo nizek »Pocket Multiplicity« in posledično 
majhno verjetnost, da so ta vezavna mesta dejansko resnična. 
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Pocket Multiplicity je vrednost, ki predstavlja frekvenco s katero se določeno vezavno 
mesto pojavlja v strukturah, ki služijo kot predloge in v kolikor je ta vrednost večja od 40, 
je verjetnost, da je predvideno vezavno mesto resnično, visoka. Vsa predvidena vezavna 
mesta v antiporterju Nha glive A. pullulans so imele vrednost Pocket Multiplicity enako ali 
manjšo od 10. 
 
Preglednica 23: Predvideni ligandi in aminokislinski ostanki s katerimi bi se dani ligand vezal za protein 
Nha. 
Ligand Vezavni ostanki 
SO42- F245, L246, V247 
SO42- H292, V293, I297 
Na+ M110, T143, R341, G369, P370 
 
4.3.3.4 Trodimenzionalna struktura antiporterja Nha 
 
Na sliki 21 je prikazana predvidena trodimenzionalna struktura proteina Nha, ki nam jo je 
predvidelo spletno orodje RaptorX (Källberg in sod., 2012). 
 
 
Slika 21: Predvidena trodimenzionalna struktura proteina Nha. Vijolične, spiralno zvite puščice predstavljajo 
α-vijačnice in ravne rumene puščice predstavljajo β-liste v predvidenem modelu proteina. 
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5.1 KLONIRANJE S HOMOLOGNO REKOMBINACIJO IN IZBIRA PLAZMIDA 
 
Gene iz glive A. pullulans nam je uspelo uspešno klonirati in transformirati v kvasovki. To 
smo naredili tako, da smo plazmid namnožili v dveh delih, ki sta se prekrivala v 
selekcijskem markerju URA3 kot je prikazano na sliki 3. Gen (vključek), ki smo ga želeli 
vstaviti v plazmid, smo zasnovali tako, da je imel podaljšani regiji na obe strani, ki sta se 
prekrivali z »L« in »D« regijama na plazmidu, pri čemer L in D predstavljata homologne 
konce. Ob uspešni transformaciji je prišlo do in vivo sestave plazmida s homologno 
rekombinacijo v sami kvasovki in uspešnega izražanja selekcijskega markerja URA3. Na ta 
način smo uporabili endogen aparat homologne rekombinacije tarčnih celic, da so nam 
zlepile fragmente s homolognimi regijami. Tradicionalna metoda z rezanjem z 
restrikcijskimi encimi in lepljenjem z ligazo ima običajno nizko število uspešnih 
transformant in velikemu deležu uspešnih transformant manjka željen vključek (Nakayama 
in Shimamoto, 2014). Uspešne transformante smo izolirali tako, da smo uporabili gojišča, 
ki niso imela dodanega uracila in v kolikor je bil uspešno sestavljen plazmid prisoten v 
celici, je transformirana celica lahko rastla in se delila v gojišču brez uracila. S tem 
načinom transformacije ni bilo potrebno predhodno sestavljati plazmida in vitro z ligazo, 
pač pa se je sestavil sam v celici. Dobili smo tudi dovoj uspešnih transformant, s katerimi 
smo opravili nadaljnja testiranja. 
 
S tem plazmidom smo imeli možnost kloniranja več genov naenkrat s sočasnim 
izražanjem, saj plazmid vsebuje dvosmerni promotor (Miller III in sod., 1998). To bi bilo 
vsekakor zanimivo preizkusiti z različnimi kombinacijami vstavljenih genov, a obenem bi 
lahko bila to energetska preobremenitev za celico in posledično slabša rast. 
 
5.2 IZBRANI GENI 
 
Kvasovka A. pullulans je znana po svoji poliekstremotolerantnosti (Gostinčar in sod., 
2014) – med drugim odpornostjo na ozmotski stres (Gunde-Cimerman in sod., 2000). Iz 
nje smo izbrali nekaj genov (ACU1, ACU2, HAK in NHA), ki bi naj glede na pretekle 
objave (Gostinčar in Turk, 2012; Gostinčar in sod., 2012; Kayingo in sod., 2009) 
sodelovali pri njeni toleranci na ozmotski stres predvsem zaradi visoke slanosti. Z 
različnimi poskusi smo želeli pridobiti podatke o njih in o njihovih vlogah v celici, da bi 
lahko bolje razumeli načine preživetja te glive v ekstremnih okoljih, kot tudi biotehnološki 
potencial teh genov. To smo naredili tako, da smo jih transformirali v kompetentne celice 
S. cerevisiae in nato celice izpostavili različnim stresnim dejavnikom, nakar smo opazovali 
uspešnost rasti na gojiščih ter in silico analizirali njihove proteinske sekvence. 
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5.3 ANALIZA REZULTATOV 
 
Potrebno je poudariti, da so bili vsi poskusi izvedeni zgolj na nivoju DNK in posledično ne 
moremo biti sigurni o funkciji proteinov. 
 
5.3.1 Razprava o ATPazah ACU 
 
Z izvedenimi poskusi nam je uspelo identificirat in okvirno začrtati funkcijo genov, ki 
kodirajo ATPaze P-tipa Acu, katere bi naj sodelovale pri transportu kalija z visoko 
afiniteto (Benito in sod., 2004). Razumevanje delovanja teh črpalk bi nam lahko med 
drugim pomagalo tudi pri zatiranju patogenov, kot je recimo gliva Magnaporthe oryzae, ki 
je eden od najbolj razširjenih riževih patogenov (Benito in sod., 2011; Sharma in sod., 
2012). Raziskave Benita in sod. (2011) so namreč pokazale, da so za infekcijo rastlin z 
glivo M. oryzae potrebni med drugim aktivirani geni glive ACU1 in ACU2. 
  
Z analizo proteinske sekvence obeh črpalk smo opazili očitne podobnosti obeh proteinov 
med sabo kot tudi z drugimi ATPazami P-tipa iz drugih organizmov: 4 značilne domene, 
reverzibilno fosforilirana asparaginska kislina, karakteristično zaporedje »DKTGTLT« v 
P-domeni in »TGE« v A-domeni ter sodo število transmembranskih regij (Kühlbrandt, 
2004). Štiri značilne domene in transmembranske regije se lahko prepozna na predvideni 
trodimenzionalni strukturi obeh proteinov (slika 17). 
 
Rezultati ACU2 transformant so bili v skladu s prejšnjimi odkritji in ugotovitvami (Benito 
in sod., 2011; Ramos in sod., 2011), da je to zelo učinkovit sistem za privzem kalija. Na 
sliki 8 je razvidno, da sta oba seva celic S. cerevisiae transformiranih z geni za črpalke 
Acu2, uspela rasti na trdnem gojišču, kateremu smo poskušali čim bolj znižati 
koncentracijo kalija. Najbolj nas je presenetilo, da sta seva transformirana z geni za črpalke 
Acu2 rastla na gojišču za katerega smo predvidevali, da ne vsebuje kalija, čeprav je 
verjetneje, da je gojišče vsebovalo K+ v izjemno nizkih koncentracijah. Benito in sod. 
(2011) so namreč ugotovili, da so lahko transformirane celice rastle na gojišču z vsega 15 
µM koncentracijo K+. Izgleda pa, da so pod konstitutivnim promotorjem plazmida pBEVY 
izražene črpalke Acu2 verjetno velika (energetska) obremenitev za celico (Kühlbrandt, 
2004), saj so transformante ACU2 slabše rastle pri vseh ostalih pogojih. Da bi potrdili 
hipotezo, bi bilo potrebno še izmeriti znotrajcelično koncentracijo molekul ATP 
transformiranih in kontrolnih celic. 
 
Sicer smo v skladu s pričakovanji opazili boljšo rast transformiranih celic BYT12 na 
gojišču z dodanim glicerolom (slika 11), kjer sta najverjetneje obe ATPazi Acu skrbeli za 
znižanje ozmotskega stresa, a bi morali izvesti še dodatne poskuse, kot je merjenje 
znotrajcelične koncentracije ionov, da bi lahko bili prepričani o pozitivnem efektu 
transformiranih genov za črpalki. Kombinacija transporterjev Trk in ATPaz Acu (BY4741) 
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se je izkazala za boljšo rešitev premagovanja ozmotskega stresa kot zgolj transformirane 
črpalke Acu, brez pomoči že prisotnih transporterjev Trk (BYT12), a v primerjavi s 
kontrolo vidimo, da ni izrazito boljše rasti, oz. je rast slabša v primeru črpalk Acu2. 
 
Nekoliko so nas presenetili rezultati črpalk Acu1, ki niso izboljšale rasti transformiranih 
celic na gojiščih z nizkimi koncentracijami kalija, kar je bilo v nasprotju s pričakovanji 
(Benito in sod., 2011). So pa izboljšale rast transformiranih celic na gojiščih, ki so imela 
dodan LiCl in visoke koncentracije KCl. Za nadaljnje sklepanje o vlogi, funkciji in 
natančnem mehanizmu delovanja ATPaz Acu1 bi morali izvesti dodatne poskuse. 
 
5.3.2 Razprava o transporterjih HAK 
 
Družina transporterjev Hak, ki so jih odkrili v glivi A. pullulans (Gostinčar in sod., 2014), 
je druga skupina proteinov, ki skrbi za visokoafinitetni transport K+ v celico. Redundanca 
sistemov običajno kaže na pomembnost procesa, ki ga nek sistem opravlja in privzem 
kalija je očitno eden takšnih (Ramos in sod., 2011).  
 
Z izražanjem gena HAK1 D. occidentalis v trk1 trk2 mutanti S. cerevisiae, so opazili, da je 
lahko slednja izrabila K+ iz medija do podobne mere kot so opazili pri divjem tipu celic D. 
occidentalis (Ariño in sod., 2010). Pod določenimi pogoji lahko pri D. hansenii transport 
H+ zamenja Na+ in v tem primeru je operativni transportni mehanizem K+-Na+ simport 
(Ramos in sod., 2011). 
 
Transporterji Hak vsebujejo karakteristično proteinsko zaporedje »GVVYGDIGTSPLY« 
(Rodríguez-Navarro, 2000), ki smo ga našli v našem proteinu kot tudi v drugih proteinih, 
ki smo jih primerjali z in silico analizo proteinskih sekvenc. 
 
Ob heterologni ekspresiji v mutanti S. cerevisiae, ki ji manjkajo lastni transporterji K+, je 
DhHak1 izboljšal rast pri nizkih koncentracijah kalija. Raziskave na glivah  N. crassa in D. 
occidentalis so pokazale, da transporterji Hak delujejo kot simporterji K+-H+ z visokimi 
koncentracijskimi zmogljivostmi (Ariño in sod., 2010). V naši raziskavi nam je s 
kloniranjem gena HAK v S. cerevisiae uspelo pokazati, da so imele transformirane celice 
boljšo rast od kontrole le pri dodanem glicerolu in LiCl (slika 14 in slika 15). Do 
izboljšanja osmotolerance pri obeh sevih je prišlo morda zaradi ionov, ki jih transporter 
Hak črpa v celico. Presenetilo nas je, da transformirane celice niso bile boljše v rasti pri 
nizkih koncentracijah K+, kot smo pričakovali glede na prejšnje ugotovitve o funkciji 
transporterjev Hak (Ariño in sod., 2010; Bañuelos in sod., 2000; Benito in sod., 2011; 
Gostinčar in sod., 2014). Da bi ugotovili, zakaj je prišlo do takšnih rezultatov, bi morali 
opraviti več poskusov, s katerimi bi še dodatno preverili transformirani gen. Med drugim 
bi bilo dobro opraviti še poskuse rasti na gojišču s pomanjkanjem Na+ in K+, da bi lahko 
potrdili ali ovrgli vezavno mesto za Na+, ki smo ga dobili predvidenega z in silico analizo 
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(preglednica 22) in za primerjavo z ugotovitvami Ramosa in sod. (2011), ki trdijo da do 
izražanja DhHAK1 pride le v primeru, če so zunanje koncentracije – ne le K+, ampak tudi 
Na+ – nizke. V primeru odsotnosti K+ bo prisotnost Na+ preprečila izražanje gena. Dodatno 
so pokazali, da so že z dodatkom milimolarnih koncentracij K+ ali Na+ povzročili hitro 
znižanje izražanja gena HAK1 v D. hansenii. 
 
5.3.3 Razprava o antiporterjih NHA 
 
Glede na to, da je gliva A. pullulans poliekstremofilna in je sposobna preživeti tudi pri 
povišani koncentraciji soli v okolju (Gostinčar in sod., 2014), mora vsebovati sisteme za 
odstranjevanje toksičnih ionov iz celice in za premagovanje ozmotskega stresa. Raziskali 
smo skupino antiporterjev Nha, ki skrbijo za izločanje toksičnih Na+ ionov iz (Ariño in 
sod., 2010; Plemenitaš in sod., 2014; Ramos in sod., 2011; Zajc in sod., 2013). Le-ti bi 
lahko bili potencialno pomembni za biotehnološke aplikacije, saj bi lahko z njimi pripravili 
rekombinantne komercialno pomembne glive in rastline z izboljšano toleranco na višje 
koncentracije soli v okolju (Gostinčar in sod., 2012; Ros in sod., 1998), saj do danes še ne 
obstaja tradicionalna rastlinska linija, ki bi združevala visok donos z visoko odpornostjo na 
anorganske soli ali sušo. S konstantnim namakanjem polj, kot je to običajno v modernem 
času za višanje produktivnosti, pa se obenem na dolgi rok povečuje zasoljevanje zemlje 
(Bohnert in sod., 2001), kar vidimo kot pereč problem kmetijstva. 
 
Z izvedenimi rastnimi poskusi nam je uspelo dokazati pozitiven vpliv transformiranega 
gena NHA na celice S. cerevisiae, ki so bile izpostavljene visokim koncentracijam NaCl. 
Na sliki 12 lahko vidimo, da so celice BY4741, ki so imele transformiran gen za antiporter 
Nha, uspešno rastle tudi pri 2 M koncentraciji NaCl v gojišču, kar kaže na izjemno 
sposobnost antiporterjev Nha glive A. pullulans. Na sliki 13 lahko vidimo tudi izboljšano 
rast transformant pri povišani vrednosti KCl v gojišču. Oboji rezultati so skladni z 
ugotovitvami Ramosa in sod. (2011), ki so s heterologno ekspresijo v celicah S. cerevisiae 
so odkrili, da med tem ko je protein YlNha1 v glavnem povečal toleranco na kalij in 
prispeval k homeostazi kalija v prisotnosti zelo visokih eksternih koncentracijah KCl, je 
YlNha2p prikazal izjemno kapaciteto za transport natrija, pravzaprav najvišjo, kar so jih 
izmerili pri katerem koli kvasnem antiporterju Na+/H+. Je pa res, da visok pH okolja ne 
dovoljuje antiporterjem Nha, da bi lahko normalno opravljali svojo nalogo, saj antiporterji 
Nha izločajo iz celice Na+ ione z uporabo transmembranskega protonskega gradienta 
(Plemenitaš in sod., 2014; Zajc in sod., 2013). Da bi lahko ovrednotili sposobnost 
antiporterjev ApNha, bi morali testirati vstavljene antiporterje v celicah, ki imajo delecijo 
lastnih antiporterjev Nha in dobljene rezultate primerjati med sabo. 
 
Proteini iz družine transporterjev Nha se razlikujejo po svoji dolžini (od 468 aminokislin 
dolgega SpSod2 do 985 aminokislin dolgih antiporterjev v S. cerevisiae in C. parapsilosis) 
zaradi razlik v dolžini njihovih C-terminalnih koncev (Ramos in sod., 2011). Zanje je tudi 
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značilno, da imajo 12 α-vijačnic, ki so locirane v transmembranski regiji (Padan in sod., 
2004). Z analizo s skritim Markovim modelom, smo dobili 8 predvidenih 
transmembranskih regij, ki so tudi označene v sekvenci (priloga C), če podrobneje 
pogledamo sliko 20, pa lahko vidimo, da so v grafu še 4 regije (α-vijačnice), ki bi lahko 
bile potencialno v transmembranskem delu proteina, še bolje se ta zadeva opazi na 
predvideni trodimenzionalni strukturi proteina (slika 21).  
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Gliva A. pullulans vsebuje več genov, ki so tudi v drugih glivnih in rastlinskih vrstah 
vpletene v transport K+ in Na+. 
 
Kodirajoča zaporedja genov smo uspeli namnožiti z verižno reakcijo s polimerazo, pri 
čemer smo kot matrično DNK uporabili cDNK prepisano iz celokupne RNK, izolirane iz 
glive A. pullulans, ki je bila vzgojena pri visoki koncentraciji soli. Namnoženo DNK smo 
uspešno transformirali v kompetentna seva kvasovk S. cerevisiae. Tako v referenčnega – 
BY4741, kot tudi v sev z mutacijama v genih za črpalke Trk1 in Trk2 – BYT12. 
 
Transformacija kvasovk S. cerevisiae z razrezanim plazmidom in vključkom brez 
predhodne ligacije se je izkazala za uspešno metodo transformacije. 
 
Transformirani gen za ATPazo Acu1 ni izboljšal rasti transformiranih celic S. cerevisiae na 
gojiščih z nizkimi koncentracijami kalija, je pa izboljšal rast transformiranih celic S. 
cerevisiae na gojiščih, ki so imela dodan KCl ali LiCl, med tem ko je transformirani gen za 
ATPaza Acu2 izboljšal rast transformiranih celic S. cerevisiae na gojiščih, ki so vsebovala 
zelo nizke koncentracije kalija oziroma so bila brez kalija. 
 
Transformirani geni za transporterje Hak iz glive A. pullulans se niso izkazali za uspešne 
pri višanju tolerance transformiranih kvasovk S. cerevisiae na pomanjkanje kalija, pač pa 
so izboljšali rast pri povišanem ozmotskem stresu zaradi glicerola in pri povišani 
koncentraciji LiCl. 
 
Transformirani geni antiporterja Nha kaže na izjemno sposobnost izločanja toksičnih Na+ 
ionov iz celice in morebiten biotehnološki potencial, saj njihovo izražanje v kvasovki 
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Gliva A. pullulans je poliekstremotolerantna črna kvasovka, ki jo najdemo skoraj povsod 
po svetu. V biotehnologiji je že dobro poznana zaradi produkcije nevtralnega polisaharida 
pululana, ki se uporablja za najrazličnejše namene, kot tudi zaradi biotehnološko zanimivih 
encimov. Nas je zanimala predvsem njena sposobnost preživetja ekstremnih pogojev in 
mehanizmi, ki ji to omogočajo. Osredotočili smo se na ozmoregulacijo ter privzem in 
izločanje K+ in Na+. Slednja igrata glavno vlogo pri homeostazi alkalnih kovinskih 
kationov. Celice morajo ves čas vzdrževati dokaj visoko znotrajcelično koncentracijo 
kalija in izločati višek toksičnega natrija. Za ta namen imajo celice več različnih 
membranskih transportnih sistemov, ki opravljajo svojo nalogo pri različnih pogojih. Mi 
smo se želeli natančneje seznaniti z delovanjem in potencialom ATPaz P-tipa Acu, 
transporterji Hak in antiporterji Nha. Imeli smo že v naprej pripravljeno cDNK knjižnico. 
Izbrane gene smo pomnožili z reakcijo PCR tako, da smo gene podaljšali za plazmidu 
homologne regije ter jih s homologno rekombinacijo klonirali v celice S. cerevisiae z 
vektorjem pBEVY-U, ki smo ga imeli namnoženega v dveh delih, ki sta se prekrivala v 
selekcijskem markerju URA3. Le-ta se je lahko uspešno izražal le, če se je plazmid uspešno 
sestavil v celici. Uspešnost transformacije smo preverili še z reakcijami PCR. 
 
Uspešne transformante smo nato testirali pri različnih stresnih dejavnikih za katere smo 
predvidevali, da bi jih morda celica z vstavljenimi geni bolje prenašala. Za osnovo smo 
uporabili trdna gojišča YNB ali posebno vrsto gojišča YNB brez K+, ki smo jima dodali 
različne koncentracije NaCl, KCl, LiCl, sorbitola in/ali glicerola. S temi testi nam je uspelo 
pokazati sposobnost ATPaz P-tipa Acu2, da so omogočile transformiranim celicam rast na 
gojišču v katerega nismo dodali nič KCl, kot tudi zmožnost antiporterjev Nha, ki so 
omogočili transformiranim celicam preživetje in rast pri 2 M NaCl. V okviru naloge smo 
izvedli tudi nekaj analiz in silico, s katerimi smo primerjali produkte izbranih genov s 
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Priloga A: Poravnava sekvenc ATPaz Acu1 in Acu2 iz organizma A. pullulans (AJ406577 
in AJ266357) z ATPazami Acu iz organizmov Magnaporthe grisea (AJ622937 in 
AJ622938), Ustilago maydis (AJ622829 in AJ622830) in Pichia farinose (AJ622831). 
 
Mg_622937       -----------------------------------------------------MGYLFKG 7 
Ap_406577       SNYDLHTIPIEEVFERFSSSPTSGLSLDKAMVSLRDVGLNKLTAPPSNWFKKTVTYLFGG 152 
Pf_622831       VGTTWHTDTAEDVIKSLESDANIGLTKSQVEIKTKIHGLNVQSKPPSRLFHKTFMYFFGG 162 
Um_622830       NDLDWHRISVDEVLSRTSTSATTGLDTDQIERRLKQNGKNVMSKPPKRLLQKCFGYVFGG 180 
Mg_622938       -----------------------------------------MPHPKTNYFKKILMYLFGG 19 
Ap_266357       EKLEYHVLDADSVIQELSSSSELGLTSEYASTRLASDGKNSLPRKRQNYAKKLFEYVFGG 161 
Um_622829       GSLDFHTVDPDALAQRFNVLPESGLDTPAATRRLERNGKNVLTQKKNKYWLKLFHYTFGG 144 
                                                                     . * * * 
 
Mg_622937       FGPVLLVGAILVFIAWKPLGDP-PQTANLALAIVLLAVFFIQAAFNMWQDWSSSRVMASI 66 
Ap_406577       FGSILFVAAIMVFVAWKPLGDP-PALANLALAIVLVLVWLIQAAFSFWQDFSSGRVMASI 211 
Pf_622831       FGPLLMIGGILCCVAWKPLGNP-PATANIVLGVVLFIVFITLAAFNFWQDYSSSRVMDSI 221 
Um_622830       FGTLLIGCSILAFIAWKPLGNPNPQTSNLALAVVLLVVVVIQALFNAWQDFSTSRIMDSI 240 
Mg_622938       FCSVLWVGVIVFFICWQPLSDP-PSPTNLALAILILIVIFLQAGFSAFQDWSTSNTMKSI 78 
Ap_266357       FCSVLWVGVIIFFICWKPLGNPHPQAYNLGLAILVLIVIFLQACFSAFQDWSTGRTMNAI 221 
Um_622829       FCSILWIGVIIFFISWRPLGNP-PQAYNLALAIVVLIVIFFQAIFNAFQDWSTQKVMNSI 203 
                * .:*    *:  :.*:**.:* *   *: *.:::. * .  * *. :**:*: . * :* 
 
Mg_622937       KTMLPDECMVLRDGVQVNMFAADIVPGDILVIKAGNKLPADVRFCEVSSDAKFDRSILTG 126 
Ap_406577       NTMLPDNALVLRDSSWASVEGTKLVPGDVIKITMGNKVPADVRFFDVSSDARLDRSILTG 271 
Pf_622831       HNMIPDDSVTIRDGDVVIVPSKNLLPGDIINFSAGTKIPADMRIISSSPDLAFDRSVLTG 281 
Um_622830       AGMLPDAVTAIRNGSHNSIQAPDLVVGDIVVLSLGNKIAADLRLISCN-QVKFDRSVVTG 299 
Mg_622938       QNLLPSETLVIRDGQEMRLPASELVAGDVVRISMGNKVPADMRLVSTSGDIRFDRAMLTG 138 
Ap_266357       LDLLPADALVVRGGQSTKVPSTDLVVGDIVKISIGNKVPADLRLLATSGDVRFDRSMLTG 281 
Um_622829       LHLLPENAVVIRDGEHKSISASELVVGDVCILSTGNKVPADMRIIKASADLKFDRSVLTG 263 
                  ::*    .:*..    : . .:: **:  :. *.*:.**:*:   . :  :**:::** 
 
Mg_622937       ESLPLPATVET--TDANYLETRCIGLQGTHCVSGTCHGIVVATGNKTVFGRIAKLTNEPK 184 
Ap_406577       EVKPLVATTKS--TDTNFLETANIGLAGTNCTTGTLHGIIISTGDNTVFGKTARLTSHSK 329 
Pf_622831       ESKAIPASSKSEVPFSNYLESSCIAMQGTFCSTGSGTAIVVSTGDNTIFGKVAKMTAGPK 341 
Um_622830       EAEPIAGTVDL--TDENYLETRNIALAGTSCVTGSAIGVVVATGDNTVFGRIAAMTNRPK 357 
Mg_622938       ESDEVEGAVDA--TDENFLETRNIALMGTLVVNGSGTGVVVLTGTRSVMGRIAQAMSNVS 196 
Ap_266357       ESDEIEGSVDS--TDKNFLESRNIALMGTMVTNGSATGIIVLTGKNTCMGRISSAMAGAK 339 
Um_622829       ESEEIPGTVEP--TETNFLETKNIALLGTHICNGNATGIVVLTGPRTVMGRINKLTNDDK 321 
                *   : .: .   .  *:**:  *.: **   .*.  .::: ** .: :*:        . 
 
Mg_622937       KGMTTLEREVLNFVWIICSIMVLMVVLVIILWATWLRKEHPGWISVSGLIVSCVSVAVAF 244 
Ap_406577       QGLTPLQKEILFFVGVITALMISMILLVIIVWAAWLRKDHPGWISVPILIVDCVSIAVAF 389 
Pf_622831       RGMTPLQKEILRFVIFTSIVILSMIILIIILWAAWLHRDYPDWINGPTLIVDIVSIGVAF 401 
Um_622830       TGLTTLEREVRYFVLTIAAIAIALAVICIIIWGAYLKPKHPEFMSVSQLLVNVVSILVAF 417 
Mg_622938       EKETLIQREIVRFVKIIVCFTIALASLIAIAWGAWLRKDHPGFMSVVAMLNNVMGCVVAF 256 
Ap_266357       EQPTLIQMEISRFVRIIVCLTIVLALAILLTWVGWLRRDHPAYMSTVAMLNNVMGCVVAF 399 
Um_622829       EKPTQLQKEISRFVYIIIGLTVTLVLIMLITWLAWLRKDHPGFLNTVGILTNLMSLVVAF 381 
                   * :: *:  **     . : :     : *  :*: .:* ::.   :: . :.  *** 
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Nadaljevanje priloge A: Poravnava sekvenc ATPaz Acu1 in Acu2 iz organizma A. 
pullulans (AJ406577 in AJ266357) z ATPazami Acu iz organizmov Magnaporthe grisea 
(AJ622937 in AJ622938), Ustilago maydis (AJ622829 in AJ622830) in Pichia farinose 
(AJ622831). 
 
Mg_622937       IPEGLPVALTASLTISANMMRKNKVLCKSLKTVETLGAVSVICSDKTGTLTGNKMVVTDC 304 
Ap_406577       IPEGLPIAVTASLTITAGIMKKNKILAKSLKTVETLGAVNVICSDKTGTITKNEMTVTDF 449 
Pf_622831       MPEGLPIALTTCLIITAGVMRKKKVLCKSLSVVETLGSVSVLCLDKTGTLTKNIMTVSDI 461 
Um_622830       LPEGMPVAVTLSLTVIAQKMSKAKILCKQLSTCETLGAVSVLCSDKTGTLTSNNMTATSV 477 
Mg_622938       IPEGMPIAVSLTLMIVARRMKASNILPKGLATVETLGCVNVVCSDKTGTLTQNKMTVSSV 316 
Ap_266357       IPEGMPVAVALTLMMIARRMKNSNILPKGLSTVETLGCVNVICSDKTGTLTENKMVVTTV 459 
Um_622829       IPEGMPVAVALTLSLIARRMRDVRVLPKSLSTVETLGCVNVICSDKTGTLTENKMSVNSI 441 
                :***:*:*::  * : *  *   .:* * * . ****.*.*:* *****:* * * ..   
 
Mg_622937       EQKLRIVRELQSRHHIVGMTGDGVNDAPALRAADVGIAIGGGSDIAAEAADMVLLESFGS 700 
Ap_406577       EDKLIIVKNLQKRGLITAMTGDGVNDAPSLKAADVGIAMGSGSTIAIEAADLVLLDSFAA 817 
Pf_622831       EQKLRIVEEFQKRKNVVGMTGDGVNDAPSLKQADVGIAMVEGSDIAKEAADLVLLESFSL 847 
Um_622830       DHKLRIVKEFQQRSECVGMTGDGVNDAPSLKQADIGIAMGGGSAVAMEAADMILLENFSA 869 
Mg_622938       EQKLRIVTELQARHNVVAVTGDGVNDAPAMRKADVGVAVISGSDVAIEAADLVLMDKFDS 690 
Ap_266357       EQKLRIVNELKARDNVVAVTGDGVNDAPALKAADVGIAIAAGSDVALEASDLVLLDKFDS 831 
Um_622829       EQKLKIVNELRDRGCVVAVTGDGVNDAPALKAADVGIAMVSGSDVAMEAADLVLMGDFSS 816 
                :.** ** ::: *   ..:*********::: **:*:*:  ** :* **:*::*: .*   
 
Mg_622937       VVEAVRYGRTTFDNLKKTIAYLLPAGSFSEFWPVMTNVMFGLPQILSSFLMIIICCFTDC 760 
Ap_406577       IVEAVKYGRVAYDNLRKTICYLLPAGSFSEFWPVLTNVVFGLPQVLSSFLMIIICCFTDC 877 
Pf_622831       IIVALKYGRLVFENLKKTITYLLPAGTYAELWPVLLDVIFGLPQALSSFYMIIICCLTDC 907 
Um_622830       IIDALLYGRLVFVNLKKTVGYLLPAGSFAELWAVLLSFFFGLPQALSNLQMIFVCIGTDG 929 
Mg_622938       IIDAIRLGRLVFQNLQKVISYLLPAGSYSEIAPVILNVFFGTPLPLSAFLMIIICVFTDL 750 
Ap_266357       IVEAIRLGRLVFQNLQKGIAYLLPAGSFSEIWPVLLNVFFGVPLPLSSFLMIIICVFTDL 891 
Um_622829       IIQAIKLGRLVFQNLQKVISYLLPAGSWSEDWPVILNVFFGVPLPLSSFLMIIICCFTDL 876 
                :: *:  ** .: **:* : ******:::*  .*: ...** *  ** : **::*  **  
 
Mg_622937       LAGIAMAYEAPEADVLMRPPRRVGVDHLVDWKLVVHSYGVVGLMETVVSFAMSYWYLERQ 820 
Ap_406577       AAGVALAYEAPEADVLNRPPRSK-KDRLVDWKLILHAYGFVGVFETVLSFTVSYWFAQRR 936 
Pf_622831       AGAITLAYEAPERNLLEKKPRSISGERLVNVQLFLHSYFTIGTYYTFTSMLVAFICFQRM 967 
Um_622830       ISSLCLVHEQPEAELLKRKPRNVKTDRLADWKLLLHAYLFVGIPLTLTSSAMAFWYMQRN 989 
Mg_622938       FLCLSLIMEKAEFDLLAIPPRDHRRDHLINARIYGQAYLFTGTMETTIAHSMFFLYMWRY 810 
Ap_266357       FLSLTLIMEKEEFDLLDLPPRNHKKDHLINFKIYAQSYLFIGVMETICAHSMFFLYYWRH 951 
Um_622829       VCCLTLIFEKEEFDLLSLAPRNPRSDHLVNKAIYGQSYLFIGMMETLTAHSMFFLYIWKY 936 
                   : :  *  * ::*   **    ::* :  :  ::*   *   *  :  : :    :  
 
Mg_622937       G-IAFSSLWFGFG---NLPEGIDQDFYEHQLNVASSIYFVTLVVMQWFNLLAMRTRRLSI 876 
Ap_406577       G-LPFSELWFGFG---KIPDGMTQDSVNGILNIASSIYFVNLVVMQWFNLMSVRTRRLSL 992 
Pf_622831       G-VPFKELTLAYG---NY--SIDSNKVTSVGNVASSGYFINLVIMQLFNLLAVRTRHLSI 1021 
Um_622830       G-VPFSDMWLKYGG--GLVQSTNPDKFNEVLNRANAVFFFNLVIQQWFNLLGWRTQSRSI 1046 
Mg_622938       AGMPVHELFFLYEGFGEGYRGYTQDQLNGFVATGQSVYFVTLVMLQWGNILAVRNRRMSI 870 
Ap_266357       AKIPVRELFFLFEGYSEGFHGYTQDELTHFNTVAQGVYFVTLVILQFGNLLSVRSKKLSI 1011 
Um_622829       AKIPVKDMFFAFEKFGDGFHGYTADELNHFLAVGQCVYFVTLVILQWGNLLSVRNKRLSI 996 
                . :.. .: : :        .   :        ..  :*..**: *  *::. *.:  *: 
 
Mg_622937       FQHLPFFNKDSQNLWIVPAVLFSLVMAFFWLYIPALQVTLGTTAVPVEYWFLPMAFGLAL 936 
Ap_406577       INHAPWKN-----PYLLPAIIFSMLIAIFFLYVPKFHSVLGTSIIPVEYWFLPFAFGMGL 1047 
Pf_622831       FQHPPIRNPQTRNYILFVAAAFAIGVTFLFNYIPWFRNNIGTARPHVEYYFIAVGFGLLV 1081 
Um_622830       LQQLPVGKKSTQNLYLFPAMAVSLLIAVFLSYVPAFQRVFLTRGVNVEHYFLPIAFGVGM 1106 
Mg_622938       VQADPFTKQR-RNPWLPLSMVLSLAIAVFVTQTPGIQNLFQTATVPIEFWFIPIPLALAI 929 
Ap_266357       LQADPFRAKR-RNPWLLAGMAVSLSIAIFVTMVPGIQRIFGTATVPIEFWLIPLPLALGI 1070 
Um_622829       FQADPIRKQR-RNPYLILGPLAALVIAIFVTEVKGIQNLFGTASIPIEFWLIPVPLAIGI 1055 
                .:  *          :  .   :: ::.:      ::  : *    :*.:::.. :.: : 
 
Se nadaljuje…  
 
Markuš T. Izražanje nekaterih genov, vpletenih v transport kalija  in natrija glive A. pullulans, v kvasovki S. cerevisiae. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
  
 
Nadaljevanje priloge A: Poravnava sekvenc ATPaz Acu1 in Acu2 iz organizma A. 
pullulans (AJ406577 in AJ266357) z ATPazami Acu iz organizmov Magnaporthe grisea 
(AJ622937 in AJ622938), Ustilago maydis (AJ622829 in AJ622830) in Pichia farinose 
(AJ622831). 
 
Mg_622937       LLFDEGRKYAVRAWPKGVAAKMAW 960 
Ap_406577       LLLDETRKFLVRKFPRSVFGKIAW 1071 
Pf_622831       LTYDEIRKFFVRKYPKSVLAKIAW 1105 
Um_622830       LMLEETRKLVVRTWPRGILAKLAW 1130 
Mg_622938       LLADEGRKLLVRLFPKGPIAR--- 950 
Ap_266357       LVMDEMRKLVVRSFPNGPIAKIAW 1094 
Um_622829       LVMDELRKLLVRTFPNSIIAKIAW 1079 
                *  :* **  ** :*..  .:    
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Priloga B: Poravnava sekvenc transporterja Hak iz organizma A. pullulans (AJ342758) s 
transporterji Hak iz organizmov Arabidopsis thaliana (AAC49845, CAA20566, 
CAB40777), Hordeum vulgare (AF129479 in AAC39315) in Schwanniomyces 
occidentalis (AAC24049). 
 
At_AAC49845      ---------------------MDLNLGKCCGSRSSKKE--SWRSVLLLAYQSLGVVYGDL 37 
Hv_AF129479      ----------------------------MVVVSQGQWK--YHKALSLLAFQSFGVVYGDL 30 
So_AAC24049      RDYSFGNLRRRLMKKPKRADSLDVEAMEIAGSHGHNLKDLSLLTTLGIAFQTLGVVYGDM 103 
At_CAA20566      SDEEDDNVEQRLIRTSPAVDSFDVDALEIPGTQKNEIEDTGIGKKLILALQTLGVVFGDI 120 
At_CAB40777      -MDGEE-------------HQIDGDEVNNHENKLNEKK-MSWRTTMSLAFQSLGVVYGDI 45 
Hv_AAC39315      SLQVEDPRSAETPAPLKRHDSLFGDAEKVSDSKHHGSQ-VSWMRTLSLAFQSVGIIYGDI 60 
Ap_AJ342758      ESSMSSRKKSIAEKEADIESVWSDEPYGLEERDYKKKQTFKGWTLLYLAYQSTGVIYGDI 80 
                                                      :         :* *: *:::**: 
 
At_AAC49845      SISPLYVFKSTFAEDIQHSETNEEIYGVMSFVFWTLTLVPLLKYVFIVLRADDNGEGGTF 97 
Hv_AF129479      STSPLYVFKSALSG-LDDYSDEATVFGLFSLIFWTLTLIPLLKYVIIVLAADDNGEGGTF 89 
So_AAC24049      GTSPLYVFSDVFSK--VPIRSEVDVLGALSLVIYTIAVIPLAKYVFVVLKANDNGEGNAS 161 
At_CAA20566      GTSPLYTFTVMFRR--SPINDKEDIIGALSLVIYTLILIPLVKYVHFVLWANDDGEGGTF 178 
At_CAB40777      GTSPLYVYASTFTD---GINDKDDVVGVLSLIIYTITLVALLKYVFIVLQANDNGEGGTF 102 
Hv_AAC39315      GTSPLYVYSSTFPD---GIKNRDDLLGVLSLILYTLIIIPMLKYVFIVLYANDNGDGGTF 117 
Ap_AJ342758      GTSPLYVYSSTFSS----EPSRDDLLGALSLIIWSLTLIVTIKYVLIVLAADDEGEGGTF 136 
                 . ****.:   :         .  : * :*:::::: ::   *** .** *:*:*:*.:  
 
At_AAC49845      ALYSLICRHVKVSLLPNRQVSDEALSTYKLEHP-PEKNHDSCVKRYLEKHKWLHTALLLL 156 
Hv_AF129479      ALYSLLCRHAKMSLLPNQQAADEELSTYYQPGV-DRTAMSSPFKRFLEKHKKLRTCLLLF 148 
So_AAC24049      APMCLVK-YAKVNKLPNQQPADEQISSFRLKLPTPELERALGIKEALETKGYLKTLLLLL 220 
At_CAA20566      ALYSLICRHANVSLIPNQLPSDARISGFGLKVPSPELERSLIIKERLEASMALKKLLLIL 238 
At_CAB40777      ALYSLICRYAKMGLIPNQEPEDVELSNYTLELPTTQLRRAHMIKEKLENSKFAKIILFLV 162 
Hv_AAC39315      ALYSLISRYAKIRLIPDQQAEDAAVSNYHIEAPNSQLKRAQWLKQKLESSKAAKIVLFTL 177 
Ap_AJ342758      AIYTLLSRFSDIMKRDPRTYHAIKMERYPNAELNRQSRS---IRAWLEKSKVAHAILKIL 193 
                 *   *:  . .:     :      :. :       .      .:  **     :  *  . 
 
At_AAC49845      VLLGTCMVIGDGLLTPAISVFSAVSGLELNMSKEHHQYAVIPITCFILVCLFSLQHFGTH 216 
Hv_AF129479      VLFGACMVIGDGVLTPTISVLAALSGLQDKDTGGLGNGWVVLIACVVLVGLFALQHRGTH 208 
So_AAC24049      VLMGTSMIIGDGILTPAMSVMSAMSGLQ-GEVKGFGTNALVMSSIVILVALFSIQRFGTG 279 
At_CAA20566      VLAGTAMVIADAVVTPAMSGTYMLS--------GYIFYQVVVISVSFLVILFSVQKYGTS 290 
At_CAB40777      TIMGTSMVIGDGILTPSIS------------------DTVVGVSVAILIVLFAFQRFGTD 204 
Hv_AAC39315      TILGTSMVIGDGTLTPAISVLSAVSGIR-EKAPSLTQTQVVLISVAILFMLFSVQRFGTD 236 
Ap_AJ342758      AVFGVSLIIADGILTPAQSVLGAIQGLK-VVDDSIGSPTIIGVSCAILVLLFVLQPLGIQ 252 
                 .: *..::*.*. :**: *                    ::  :  .*. ** .*  *   
 
At_AAC49845      RVGFVFAPIVLTWLLCISGIGLYNIIQWNPHIYKALSPTYMFMFLRKTRVSGWMSLGGIL 276 
Hv_AF129479      RVAFAFAPIVVLWLLSIGIIGLYNIIRWNPRVCLALSPHYIVKFFKITGRDGWISLGGVL 268 
So_AAC24049      KVGFLFAPVLALWFFSLGAIGIYNLLKYDFTVIRALNPFYIVLFFNKNSKQAWSALGGCV 339 
At_CAA20566      KLGLVLGPALLLWFFCLAGIGIYNLVKYDSSVFKAFNPAYIYFFFKRNSVNAWYALGGCV 350 
At_CAB40777      KVGFSFAPIILVWFTFLIGIGLFNLFKHDITVLKALNPLYIIYYFRRTGRQGWISLGGVF 264 
Hv_AAC39315      KVGYTFAPVISVWFLLIAGIGMYNLVVHDIGVLRAFNPMYIVQYFIRNGKSGWVSLGGII 296 
Ap_AJ342758      KLASCFAPIVILWLLFNMSFGIYNLVMHDWTVLKAFSPYYAGLYFMRLKEEGWQSLGGIL 312 
                 ::.  :.* :  *:     :*::*:.  :  :  *:.* *   ::     ..* :*** . 
 
At_AAC49845      LCITGAEAMFADLGHFNYAAIQIAFTFLVYPALILAYMGQAAYLSRHHHSAHAIGFYVSV 336 
Hv_AF129479      LAVTGTEAMFADLGHFTAASIRLAFVGVIYPCLVLQYMGQAAFLSKNMDAVHDS-FYLSI 327 
So_AAC24049      LCITGAEAMFADLGHFSVRSIQMAFTCVVFPCLLLAYMGQAAYLTKHPEASARI-FYDSV 398 
At_CAA20566      LCATGSEAMFADLSYFSVHSIQLTFILLVLPCLLLGYLGQAAYLSENFQRCRGC-FLFVS 409 
At_CAB40777      LCIT-------------------------------------------------------- 268 
Hv_AAC39315      LCVTGTEGMFADLGHFNIRAVQLSFNGILFPSVALCYIGQAAYLRKFPDNVANT-FYRSI 355 
Ap_AJ342758      LCFTGVEALFADLGAFSKRAVQISWLCLTFPCLLLAYIGQAAYISRTPSAYANP-FFETV 371 
                 *. *                                                         
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Nadaljevanje priloge B: Poravnava sekvenc transporterja Hak iz organizma A. pullulans 
(AJ342758) s transporterji Hak iz organizmov Arabidopsis thaliana (AAC49845, 
CAA20566, CAB40777), Hordeum vulgare (AF129479 in AAC39315) in 
Schwanniomyces occidentalis (AAC24049). 
 
At_AAC49845      PKCLHWPVLAVAILASVVGSQAIISGTFSIINQSQSLGCFPRVKVIHTSDKMHGQIYIPE 396 
Hv_AF129479      PRTVFWPMFVLASLAAIVGSQSIISATFSIVKQCLSLGCFPRVKVVHTSRWIYGQIYIPE 387 
So_AAC24049      PKSLFWPVFVIATLAAMIASQAMISATFSCVKQAMALGCFPRLKIIHTSKKRIGQIYIPV 458 
At_CAA20566      --SLFWPVFLISNVAALIASRAMTTATFTCIKQSIALGCFPRLKIIHTSKKFIGQIYIPV 467 
At_CAB40777      -DPLYWPTFVVAVAASIIASQAMISGAFSVISQSLRMGCFPRVKVVHTSAKYEGQVYIPE 327 
Hv_AAC39315      PAPMFWPTFIVAILAAIIASQAMLSGAFAILSKALSLGCMPRVRVIHTSHKYEGQVYIPE 415 
Ap_AJ342758      PPGMFYPSLVLSILAAIVASQALITSTFQLLIQLMHSSYFPQIKATYTSTKFHGQVYIPL 431 
                    :.:* : ::  *:::.*::: :.:*  : :    . :*:::  :**    **:***  
 
At_AAC49845      INWMLMILCIAVTIGFRDVKHLGNASGLAVMAVMLVTTCLTSLVIVLCWHKPPILALAFL 456 
Hv_AF129479      INWILMCLCLAVTIGFRDINIIGNAYGLVCITVMFVTTWLMALVIIFVWKKNIMIALLFL 447 
So_AAC24049      INWFLMIMCILVVSIFRSTTHIANAYGIAEVGVMMVSTVLVTLVMLLIWQTNIFLALCFP 518 
At_CAA20566      LNWSLLVVCLIVVCSTSNIFAIGNAYGIAELGIMMTTTILVTLIMLLIWQTNIIVVSMFA 527 
At_CAB40777      INYLLMLACIAVTLAFRTTEKIGHAYGIAVVTVMVITTLMVTLIMLVIWKTNIVWIAIFL 387 
Hv_AAC39315      VNFLMGLASIVVTVAFRTTTSIGHAYGICVVTTFAITTHLMTVVMLLIWKKHVMFIMLFY 475 
Ap_AJ342758      ANWIMMVGTVIVTAVYSNTTKLGHAYGVCVILVTFITTNLVTLVALIVWKTNPFLVFAIW 491 
                  *: :    : *.        :.:* *:  :     :* : ::: :. *:.  .    :  
 
At_AAC49845      LFFGSIELLYFSASLTKFREGAWLPILLSLIFMIIMFVWHYTTIKKYEFDLQNKVSLEWL 516 
Hv_AF129479      IFFGSIEGAYLSASFIKVPQGGWTPIALAFVFMFIMYVWHYGTRRKYLFDLQNKVSMKWI 507 
So_AAC24049      LIFGSVETIYLLAVLTKILEGGWVPLVFATFFLTVMYIWNYGSVLKYQSEVRERISMDFM 578 
At_CAA20566      IVSLIVELVFFSSVCSSVADGSWIILVFATIMFLIMFVWNYGSKLKYETEVQKKLPMDLL 587 
At_CAB40777      VVFGSIEMLYLSSVMYKFTSGGYLPLTITVVLMAMMAIWQYVHVLKYRYELREKISRENA 447 
Hv_AAC39315      VVFGSIELIYLSSIMSKFIEGGYLPICFALVVMSLMAAWHYVQVRRYWYELDHIVPISEM 535 
Ap_AJ342758      LPLVTLDGLYLSSALTKVPDGAWFTLLLAMLLASFFSLWRYGKEKQWTTEAKTQAQLSEL 551 
                 :    ::  :: :   .. .*.:  : :: ..  .:  *.*    ::  :       .   
 
At_AAC49845      LALGPSLGISRVPGIGLVFTDLTSGIPANFSRFVTNLPAFHRVLVFVCVKSVPVPFVPPA 576 
Hv_AF129479      LTLGPSLGIVRVPGIGLIYTELVTGVPAIFSHFVTNLPAFHQILVFVCVKSVPVPYVPAD 567 
So_AAC24049      RELGSTLGTIRIPGIGLLYNELVQGIPSIFGQFLLTLPAIHSTIIFVCIKYVPVPVVPQE 638 
At_CAA20566      RELGSNLGTIRAPGIGLLYNELAKGVPAIFGHFLTTLPAIHSMVIFVCIKYVPVPSVPQT 647 
At_CAB40777      IQMATSPDVNRVPGIGLFYTELVNGITPLFSHYISNLSSVHSVFVLISIKTLPVNRVTSS 507 
Hv_AAC39315      TMLLEKNEVRRIPGVGLLYTELVQGIPPVFPRLIQKIPSVHSIFIFMSIKHLPISRVVPT 595 
Ap_AJ342758      VVYSSNNLASSTATS--HDMSAKKSFHLSWRHGGGELTETKGMGIFFDKSGTDIHVPQVY 609 
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Priloga C: Poravnava sekvenc transporterja Nha organizma A. pullulans (A0A074Y2K9) z 
Nha transporterji iz organizmov S. cerevisiae (Q99271), Zygosaccharomyces rouxii 
(Q99173), Aspergillus clavatus (A1C850) in Marssonina brunnea f. sp. multigermtubi 
(K1WQF1). 
 
Ap_342048       -MVWDHINVDKPHLVYIILGGFTSLFMLCSSLIKERLYIGEATVATLCGIIFGPHAANLI 59 
Ac_A1C850       -MAWDHLDIDKPHLAYMILGGFTGLFMLCSLFVKEKLYIGEATVATLCGIIFGPHAANLF 59 
Mb_K1WQF1       -MAWDHLSINRPHLVYIILGGFTSLFMLCSSFIKEQLYIGEATVATLCGIIFGPHAADLI 59 
Sc_Q99271       MAIWEQLEVSKAHVAYACVGVFSSIFSLVSLYVKEKLYIGESTVAGIFGLIVGPVCLNWF 60 
Zr_Q99173       -MVWRQLEVTKAHVAYSCLGIFSSIFSLVSLFVKERLYIGESMVASVFGLIVGPHCLNWF 59 
                   * ::.: :.*:.*  :* *:.:* * *  :**:*****: ** : *:*.** . : : 
 
Ap_342048       DPSTWGNEDRITLEFARIVLVVQCFAVGVELPKSYMERHWRSVTFLLIPVMTFGWLVTSL 119 
Ac_A1C850       NPMSWGNVDKITLECSRIVLVVQCFAVGVELPKAYMERHWRSVFLLLVPVMTWGWLITSL 119 
Mb_K1WQF1       DPGTWGNTDQITLEFSRIVLVVQCFAVGVELPKYYMEKHWRSVVFLLIPVMTFGWLVTSL 119 
Sc_Q99271       NPLKWGNSDSITLEITRIVLCLQIFAVAVELPRKYMLKHWVSVTMLLLPVMTAGWLIIGL 120 
Zr_Q99173       NPLSWGNTDSITLEISRILLCLQVFAVSVELPRKYMQKHWLSVTMLLVPVMTSGWLVIAL 119 
                :* .*** * **** :**:* :* ***.****: ** :** ** :**:**** ***: .* 
 
Ap_342048       FIWALVPPLNWLDSLCVAACVTATDPVLASSVVGKGKFAQRVPKHLRDLLSAESGCNDGM 179 
Ac_A1C850       FIWWMVPPLNWLESLVCAACVTATDPVLASSVVGKGKFAKRVPKHLRDLLSAESGCNDGM 179 
Mb_K1WQF1       FIWWMVLPLTWLESLVCAACVTATDPVLASSVVGKGKFAKRIPKHLRDVLSAESGCNDGM 179 
Sc_Q99271       FVWILIPGLNFSASLLISACITATDPILAQSVVS-GKFAQRVPGHLRNLLSAESGCNDGM 179 
Zr_Q99173       FVWILVPGLNFPASLLMGACITATDPVLAQSVVS-GTFAQKVPGHLRNLLSCESGCNDGL 178 
                *:* ::  *.:  **  .**:*****:**.***. *.**:::* ***::**.*******: 
 
Ap_342048       AFPFIYLAVYIIRYHHHPNEVALHWFCVSILYECVFGAIYGVLVGYIARRAVRFAHERDL 239 
Ac_A1C850       AFPFIYLGFYILRYRPDAGQVSLHWFCITILYECIFGAIFGFLIGYFARHAIKWAERKQL 239 
Mb_K1WQF1       AFPFVYLALYLIKYRPDANEVAFNWIVITILYECVFGAFYGFMIGYIGRHGIKYAEKHEL 239 
Sc_Q99271       AFPFLFLSMNLILHPGNGREIVKDWICVTILYECLFGCLLGCFIGYVGRITIRFAEKKNI 239 
Zr_Q99173       AFPFVFLSIDLLLYPGRGGEIVKDWICVTILWECIFGSILGCIIGYCGRKAIRFAEGKRI 238 
                ****::*.. :: :     ::  .*: ::**:**:**.: * ::** .*  :::*. : : 
 
Ap_342048       IDRESFLVFYFVLALFCAGSGSILGVDDLLVGFACGVGFSNDGWFTEKTEESHVSNVIDL 299 
Ac_A1C850       IDRESFLVFYFVLAVFCAGSGSLLGMDDLLIGFSAGVGFSNDGWFTEKTEESHVSNVIDL 299 
Mb_K1WQF1       VDRESFLVFYFVLALFCAGSGSILGVDDLLVGFAAGVGFSNDGWFTQKTEESHVSNVIDL 299 
Sc_Q99271       IDRESFLAFYVVLAFMCAGFGSILGVDDLLVSFAAGATFAWDGWFSQKTQESNVSTVIDL 299 
Zr_Q99173       IDRESFLAFYLILALTCAGFGSMLGVDDLLVSFFAGTAFAWDGWFATKTHESNVSNVIDV 298 
                :******.**.:**. *** **:**:****:.* .*. *: ****: **.**:**.***: 
 
Ap_342048       LINLAFFVYFGTIIPWAQYDSEIIGLSAWRLVVIAILVLLFRRIPIMLALKPIIPDIKTW 359 
Ac_A1C850       LLNLAYFVYFGSIIPWEDYNNPDIGLVPWRLVVIAILVIFFRRIPIMMLLKPIIPDVKTW 359 
Mb_K1WQF1       LINLAYFVYLGTVIPWEQYNNVALGLTPWRLVVIALFVIFFRRIPIMLALKPLIPDIKTW 359 
Sc_Q99271       LLNYAYFIYFGAIIPWSQFNNGEIGTNVWRLIILSIVVIFLRRIPAVMILRPLIPDIKSW 359 
Zr_Q99173       LLNYAYFVYLGSILPWKDFNNADIGLDVWRLIILSLVVIFLRRIPAVLLLKPLIPDIKSW 358 
                *:* *:*:*:*:::** :::.  :*   ***:::::.*:::**** :: *:*:***:*:* 
 
Ap_342048       REALFAGHFGPIGVGAIFVAILARAELET---DSTTPLGELPT-DANFPHLNIIELIWPI 415 
Ac_A1C850       REALFAGHFGPIGVGAIFAAILARAELET---DSTQPLSEADLPKAGTKDYYVVQLIWPI 416 
Mb_K1WQF1       REALFAGHFGPIGVGAIFVAILARAELET---DTTTPLAQYPD--PAAENYILVALIWPI 414 
Sc_Q99271       REALFVGHFGPIGVGAIFAAILARGELESTFSDEPTPLNVVPS-KEESKHWQLIACIWPI 418 
Zr_Q99173       REAMFIGHFGPIGVGAVYAAIMSKSQLESHLTDEETPLNYTPG-KG-SKHWQAMACLWPI 416 
                ***:* **********::.**:::.:**:   *   **           .   :  :*** 
 
Se nadaljuje…  
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Nadaljevanje priloge C: Poravnava sekvenc transporterja Nha organizma A. pullulans 
(A0A074Y2K9) z Nha transporterji iz organizmov S. cerevisiae (Q99271), 
Zygosaccharomyces rouxii (Q99173), Aspergillus clavatus (A1C850) in Marssonina 
brunnea f. sp. multigermtubi (K1WQF1). 
 
Ap_342048       TTFLVITSILVHGSSIAVFTLGKHINTLTLTMSYTQGQD------PSWMDRLPRIQSRSK 469 
Ac_A1C850       TTFMVISSILVHGSSIAVFTLGKRINTLTITLSYTTANED----GPSWMNRLPRVQSLAK 472 
Mb_K1WQF1       TTFLVISSIIVHGSSIAVFTLGKHINTLHLTMSYTTDVD-----GPGWLNRLPRIATTSR 469 
Sc_Q99271       TCFFIVTSIIVHGSSVAIITLGRHLNTITLTKTFTTHTTNGDNGKSSWMQRLPSLDKAGR 478 
Zr_Q99173       TCFSIITSVIVHGSSVAVIMLGRYLNTVTLTAAPTSRTAS-TSTKNSWLQSLPPFDKSGR 475 
                * * :::*::*****:*:: **: :**: :* : *           .*:: ** . . .: 
 
Ap_342048       SSMSARRPDDTDESLEEKGEYG-------AFPPNFLRRQREED--VPP-RPLSRR--RSR 517 
Ac_A1C850       GSMSFRKADEFDESSNEP-EYPPGTLPPIGVPGNFLRRVREEESETPTGRTSSRRPRRRR 531 
Mb_K1WQF1       -SQAKSSVSEPDAEDMKMDNLPPGVLPPVGMPREFLRRQKEEDNPGYAGSRASSLIPRRR 528 
Sc_Q99271       SFSLHRMDTQMTLSGDEGEAEEGGGRKGLAGGEDEEGLNNDQIGSVATSGIPARP----- 533 
Zr_Q99173       PFSLQRLDKETSPTPG-------------------------QID-VRTSGMIAAP----- 504 
                         :                               :     .    :        
 
